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Résumé de thèse français 
Mots clés : nanotube, glioblastome, modèle canin, radiothérapie 
Les gliomes représentent les tumeurs primaires les plus fréquentes du système 
nerveux central avec le pronostic le plus mauvais, malgré une prise en charge précoce 
associée à un traitement agressif et multimodal. De nouvelles thérapies sont donc à 
l’étude afin d’améliorer la médiane de survie des patients. Parmi ces pistes de 
recherche, l’optimisation de la radiothérapie (RT) du glioblastome (GBM) est un enjeu 
majeur. Dans ce contexte, l’utilisation de nanotubes de carbone (NTC) est 
prometteuse : en plus d’être potentiellement radio-sensibilisants, les NTC contenant 
du gadolinium (Gd) peuvent aider à mieux délimiter le volume cible tumoral en 
Imagerie par Résonance Magnétique (IRM). Contrairement au modèle d’étude actuel 
qu’est la souris avec un certain nombre de limites, le chien est un modèle 
particulièrement adapté car il peut spontanément développer un GBM d’une taille 
suffisante pour utiliser le même matériel de RT et d’imagerie qu’en médecine humaine, 
facilitant ainsi la transposition directe des méthodes. 
Cette étude vise donc à valider la pertinence de modèles cellulaires de GBM 
canins en radio-oncologie comparée en caractérisant 5 lignées cellulaires de gliome 
canin et à évaluer la capacité des NTC à radio-sensibiliser des lignées de GBM canins.  
L’étude de ces 5 lignées cellulaires canines a montré de nombreuses analogies 
entre le chien et l’homme. La morphologie des cellules est identique, de même que le 
temps de doublement, le test de clonalité et le caryotype. L’étude 
immunohistochimique des protéines de surface, sur les lignées cellulaires et après 
injection stéréotaxique sur des souris révèle aussi une similarité étroite. Les cellules 
gliales canines et humaines ont un profil de radiosensibilité similaire. La pénétration 
des NTC au sein des cellules tumorales a pu être mis en évidence à l’aide de la 
microscopie bi-photonique. Des études complémentaires sont nécessaires pour 
démontrer un effet radiosensibilisant des NTC. L’excitation laser des NTC lors de 
l’observation au microscope bi-photonique a montré un effet photothermique 
intéressant qui pourrait être approfondies au cours d’études ultérieures. 
Le modèle canin et les nanotubes de carbone ont fourni des résultats 





Keywords: nanotube, glioblastoma, canine model, radiation therapy 
 
Despite several aggressive and multimodal treatments, gliomas represent the 
most frequent brain tumor with the worst prognostic associated. In order to enhance 
median survival, researchers are looking for optimization of radiotherapy (RT) for 
glioblastoma (GBM). In this context, the use of carbon nanotubes (CNTs) is promising: 
in addition to being potentially radio-sensitizing, CNTs containing gadolinium (Gd) can 
help to better define the tumor target volume in Magnetic Resonance Imaging (MRI). 
Unlike the current study model of the mouse with its number of limitations, dog is a 
particularly suitable model because it can spontaneously develop a GBM of sufficient 
size to use the same RT and imaging equipment as in human medicine, facilitating 
thus the direct transposition of methods.  
This study therefore aims to validate the relevance of cell models of canine GBM 
in comparative radiation oncology by characterizing 5 cell lines of canine glioma and 
to assess the capacity of CNTs to radio-sensitize canine GBM lines. 
Study of these 5 canine cell lines shows numerous analogies between dogs and 
humans. Cell morphology is identical, such as doubling time, clonality test and 
karyotype. Immunohistochemical study of surface proteins, directly on cell lines and 
after stereotaxic injection in mice also reveals close similarity. Radiosensitivity profile 
of glial cells between human and dog is alike. CNT penetration into tumor cells is 
demonstrated using two-photon microscopy. Therefore, further studies are needed to 
demonstrate a radiosensitizing effect of CNTs. Laser excitation of CNTs with bi-photon 
microscope showed an interesting photothermal effect which could be further explored 
in further studies. 
The canine model and carbon nanotubes have provided interesting results 








Parmi les principales causes de décès en France, le cancer est la première chez 
l’homme et la seconde chez la femme sur la période de 2005 à 2009. Il correspond à 
un développement anarchique d’un certain type de cellules, échappant aux différents 
mécanismes de régulation, moléculaires et cellulaires, dont les conséquences mettent 
la vie du patient en danger. Malgré les recherches actuelles permettant une meilleure 
compréhension de la tumorigenèse ainsi que des mécanismes de développement, le 
cancer reste le mal premier du XXIème siècle. En effet, la France a compté plus de 382 
000 nouveaux cas au cours de l’année 2018  (Les cancers en France - Edition 2015 - 
Institut National Du Cancer 2016), un chiffre qui peut s’expliquer par le vieillissement 
de la population ainsi que par l’amélioration des outils diagnostiques et des politiques 
préventives mises en place en France et à travers le monde. Certains cancers 
présentent une forte prévalence et pourtant leur taux de guérison est élevé, c’est le 
cas notamment des cancers du poumon, du sein et du côlon. A l’inverse, certains 
présentent des taux de mortalité bien plus élevés malgré une plus faible prévalence. 
 
Parmi ces derniers, les tumeurs issues des cellules gliales - les gliomes – sont 
associées à un pronostic sombre. La classification de l’Organisation Mondiale de la 
Santé (OMS) permet de distinguer les gliomes selon le type de cellules initiatrices 
(astrocyte, oligodendrocyte, épendymocyte) et de grader chaque gliome selon son 
degré de malignité. Cette classification a récemment été mise à jour afin de prendre 
en considération des données moléculaires apportant des informations pronostiques 
et permettant d’orienter la décision thérapeutique. C’est notamment le cas du sous-
groupe des gliomes diffus qui rassemble des astrocytomes et des oligodendrogliomes 
particulièrement invasifs (Louis et al. 2016). La prise en charge thérapeutique des 
gliomes diffus repose sur une exérèse chirurgicale lorsqu’elle est possible, suivie d’une 
radiothérapie (RT) associée à du témozolomide (TMZ) pour les hauts-grades (grades 
III et IV), ou l’une de ces modalités thérapeutiques pour les grades II. Malgré une 
approche multimodale dans le traitement des gliomes diffus, les récidives sont 
nombreuses et la médiane de survie est faible : pour le glioblastome (GBM), 




2015; Gilbert et al. 2014; Weller et al. 2017). Une des explications à cet échec repose 
sur l’apparition d’une chimiorésistance et d’une radiorésistance précoce des cellules 
cancéreuses (Dean, Fojo, Bates 2005). Une meilleure compréhension des 
mécanismes mis en jeu dans la résistance aux radiations ionisantes (RI) et aux agents 
chimiothérapeutiques est donc un prérequis indispensable à la proposition de 
traitements plus efficaces aux patients souffrant de gliomes diffus. 
 
L’étude des mécanismes de résistance cellulaire aux traitements repose sur des 
travaux réalisés in vitro sur lignées cellulaires tumorales et in vivo sur modèle animal 
reproduisant la pathologie humaine. Actuellement, le modèle murin est le modèle le 
plus utilisé (Stylli et al. 2015), alors qu’il présente de nombreux inconvénients. En effet, 
les tumeurs chez la souris sont induites et des injections stéréotaxiques sont 
nécessaires afin d’étudier le développement tumoral intracérébral. De plus, les souris 
utilisées pour la recherche sont des souris immunodéficientes ; l’interaction entre le 
système immunitaire et le développement tumoral ne peut donc pas être pris en 
compte dans les études actuelles. Enfin, le modèle murin ne permet pas d’utiliser 
certains outils diagnostiques et thérapeutiques utilisés chez l’Homme tels que 
l’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) ou la chirurgie stéréotaxique. A l’inverse, 
le chien apparait comme un modèle animal plus intéressant pour l’étude des gliomes 
diffus car il peut spontanément développer ces tumeurs avec une prévalence similaire 
à celle rapportée chez l’Homme (R.B. Song et al. 2013). Outre les avantages inhérents 
au modèle spontané (immunocompétence, diversité clonale, similarité des 
mécanismes oncogéniques avec la pathologie humaine), le chien présente un 
avantage anatomique majeur par rapport au modèle murin : la grande taille de son 
encéphale permet d’utiliser les mêmes outils d’imagerie et de RT que ceux utilisés 
pour le patient humain. Le modèle canin semble donc être plus pertinent que le modèle 
murin pour l’étude des gliomes diffus de l’Homme (Candolfi et al. 2007). Cependant, 
avant de pouvoir l’utiliser comme modèle d’étude dans un contexte de recherche en 
radio-oncologie comparative, il est indispensable de démontrer la similarité de réponse 
à la RT entre gliomes canins et humains. Cette caractérisation de la réponse tumorale 
radio-induite devra se faire dans un premier temps sur différentes lignées cellulaires 





Face aux limites actuelles dans la détection des gliomes diffus et leur traitement, 
de nouvelles stratégies sont actuellement étudiées pour optimiser l’efficacité des RI. 
Dans ce contexte, l’essor des nanoparticules représente une option diagnostique et 
thérapeutique particulièrement intéressante. En effet, l’approche nanotechnologique a 
été théorisée dès 1950 par Richard P. Feynman et l’emploi des nanoparticules trouve 
des applications dans de nombreuses branches de la médecine en tant que 
biocapteurs à des fins diagnostiques ou en tant que médicaments, vaccins et véhicules 
géniques dans le traitement du cancer (Krukemeyer 2015). Parmi ces nanoparticules, 
les nanotubes de carbone (NTC) font l’objet d’une attention particulière dans de 
nombreuses équipes de recherche. Découverts, par Iijima, en 1991 lors de la synthèse 
de fullerènes, les NTC sont des structures tubulaires de taille nanométrique, 
constituées d’une ou plusieurs couches de graphène, enroulées sous forme de 
cylindre (Iijima 1991). Ces différents NTC ont des propriétés intrinsèques, utiles dans 
de nombreuses applications médicales. La taille de ces nanotubes, ainsi que leur 
caractère hydrophobe leur permettent de traverser la membrane plasmique, par 
transcytose ou par endocytose (Jin, Heller, Strano 2008). Ils vont ainsi être internalisés 
par la cellule et peuvent interagir avec les différents constituants cellulaires. Outre ces 
propriétés intrinsèques, les nanotubes de carbone peuvent être fonctionnalisés : des 
groupes de molécules très variés peuvent ainsi être ajoutés à leur surface afin de leur 
apporter des propriétés supplémentaires ou de modifier leurs propriétés intrisèques 
telles que leur solubilité, leur ciblage cellulaire ou leur capacité à être détectées en 
imagerie médicale. Ces liaisons avec le NTC peuvent être covalentes, à savoir durable 
et forte, ou elle peut être non-covalente, et le groupe fonctionnel pourra se détacher 
du nanotube à la faveur d’une variation de pH, de température ou d’une coupure 
enzymatique. Ainsi, cette réversibilité de la fonctionnalisation non-covalente est une 
voie intéressante pour la délivrance de médicaments au sein des cellules cibles. Enfin, 
les nanotubes de carbone (NTC) sont particulièrement intéressants car ils pénètrent 
très facilement dans les cellules tumorales (Neves et al. 2012), entraînent une 
augmentation de la proportion de cellules en phase G2/M du cycle cellulaire et la 
modulation de l’autophagie (Fiorito et al. 2014). Ces derniers arguments, qui s’ajoutent 
à la mise en évidence de la production de radicaux oxygénés par les cellules au 
contact des NTC (Meunier et al. 2012), laissent supposer que ceux-ci peuvent 




Dans un contexte de recherche translationnelle, le chien atteint de gliomes 
diffus représente un modèle d’étude pertinent qui pourrait être utilisé dans un futur 
proche pour des études précliniques visant à évaluer l’efficacité de stratégies 
thérapeutiques innovantes telles que l’association des NTC à la RT. La mise en place 
de telles études précliniques chez le chien nécessite dans un premier temps d’évaluer 
in vitro, sur lignées cellulaires de gliome canin préalablement caractérisées, l’efficacité 
anti-tumorale de la RT, et la capacité des NTC à les radiosensibiliser.   
 
Ainsi ce projet de thèse universitaire a pour buts de : 
 
(i) Réaliser la caractérisation phénotypique et génotypique de différentes 
lignées cellulaires de gliome canin de haut-grade de malignité,  
 
(ii) Caractériser la réponse radio-induite de ces lignées cellulaires, 
 
(iii) Évaluer l’efficacité des NTC à radiosensibiliser ces différentes lignées de 
gliome canins 
 
 Dans une première partie, une revue de la littérature visant à détailler les 
différents éléments nécessaires à la compréhension du sujet sera réalisée. Une 
approche générale du gliome chez l’Homme, mais aussi chez le chien sera faite afin 
de mieux comprendre cette entité pathologique. Puis nous présenterons l’intérêt des 
NTC dans le traitement du cancer, en abordant leur structure, leur synthèse, leur 
fonctionnalisation, ainsi que les outils permettant de les caractériser, et de les détecter 
in vivo. 
 
 Dans une deuxième partie, nous présenterons dans un premier temps, les 
résultats concernant la caractérisation complète de lignées de gliome canin de haut-
grade, puis nous aborderons les résultats sur la capacité des nanotubes de carbone à 




























A. Les gliomes diffus 
 
 Définition histopathologique 
 
a)  Les cellules de la glie 
 
Les gliomes correspondent aux tumeurs du Système Nerveux Central (SNC) 
issues des cellules gliales. Ce type cellulaire a longtemps été considéré comme un 
simple support du tissu nerveux en permettant le maintien de son architecture et de sa 
stabilité (Louis et al. 2007). La découverte des différents types de cellules gliales a 
montré que ce tissu joue un rôle bien plus important au sein du SNC. Ainsi, on distingue 
deux grands types cellulaires (Dimou, Gotz 2014) (figure 1): 
- La microglie dont les cellules forment le système immunitaire inné du SNC 
et sont capables de phagocytose. Elle est au contact des neurones et peut 
supprimer les synapses défaillantes. On parle de synaptic stripping 
(Kettenmann 2013). 
- La macroglie se compose de différents sous-types cellulaires : 
- Les astrocytes permettent le maintien de l’homéostasie métabolique 
et ionique au sein du cerveau. Par ailleurs, ceux-ci interviennent dans 
la communication neuronale au niveau de la synapse, mais aussi 
dans la cicatrisation lors d’atteinte du SNC. 
- Les oligodendrocytes sont les cellules gliales myélinisantes du SNC.  
- Les épendymocytes sont à l’interface entre le SNC et le Liquide 
Cérébro-Spinal (LCS). 
-  Les cellules gliales NG2 ont été découvertes à l’aide d’anticorps 
NG2, spécifiques du protéoglycane chondroïtine sulfate de type 4. 
Elles forment un réseau péri-neuronal, permettent de stabiliser la 
synapse et sont distribuées dans l’ensemble du cerveau adulte. Elles 
interviennent dans la cicatrisation du tissu nerveux et peuvent se 







Figure 1 : Schéma de l'organisation des cellules gliales (d’après Jansen 2014). 
Les astrocytes soutiennent le réseau neuronal et interviennent dans la nutrition des neurones et la communication 
synaptique. Les oligodendrocytes forment des gaines de myéline autour des axones dans le SNC. La microglie 
participe à la défense du SNC et possède la capacité de phagocyter les débris cellulaires. 
 
b)  Classification des gliomes selon l’OMS  
 
 La classification des tumeurs cérébrales, éditée par l’OMS, n’a cessé d’être 
enrichie avec de nouvelles données, consécutives à l’avancée des recherches 
scientifiques. La première classification, qui date de 1979, différenciait les tumeurs 
selon leur type histologique. Ainsi, la principale dichotomie se fait entre les cellules 
astrocytaires, épendymaires et oligodendrogliales. La seconde classification de 1993 
apporte des informations supplémentaires via l’analyse immunohistochimique des 
différents types cellulaires (Kleihues, Burger, Scheithauer 1993). La troisième 
classification fournit les profils génétiques des cellules afin d’affiner la description des 
tumeurs cérébrales. Par ailleurs, cette nomenclature fait référence pour la première 
fois à l’épidémiologie, les symptômes ainsi que le pronostic pour chaque entité clinique 
(Kleihues et al. 2002). La classification de 2007 s’appuie sur les travaux précédents et 
fournit de nouvelles informations pronostiques sur les tumeurs. Les différents types 






Tableau 1 : Classification des différents types tumoraux (d'après la classification OMS 2007) 
Type Sous-type Grade 
I II III IV 
Astrocytomes 
Astrocytome sous épendymaire à cellules 
géantes x    
Astrocytome pilocytique x    
Astrocytome pilomyxoïde  x   
Astrocytome diffus  x   
Xanthoastrocytome pléomorphique  x   
Astrocytome anaplasique   x  
Glioblastome    x 
Glioblastome à cellules géantes    x 
Gliosarcome    x 
Oligodendrogliomes 
Oligodendrogliome  x   
Oligodendrogliome anaplasique   x  
Oligoastrocytomes 
Oligoastrocytome  x   
Oligoastrocytome anaplasique   x  
Ependymomes 
Subependymome x    
Ependymome myxopapillaire x    
Ependymome  x   
Ependymome anaplasique   x  
 
Parmi les tumeurs présentées dans le tableau 1, certaines sont particulièrement 
infiltrantes, difficiles à réséquer et posent des problèmes de récidive locale : elles sont 
alors désignées de manière usuelle sous le terme de « gliomes diffus ». Elles 
correspondent aux astrocytomes diffus, anaplasiques et de grade IV ainsi que les 
oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de grade II et III.  
La cinquième classification OMS de Juillet 2016 apporte une modification 
considérable à celle de 2007. En effet, les paramètres génétiques sont pris en compte 
dans l’établissement du diagnostic, mais aussi du pronostic des tumeurs. Ainsi, la 
classification repose sur le diagnostic histologique en premier lieu, qui est ensuite 
complété par le diagnostic génétique lorsque celui-ci est possible. L’apport des 
données génétiques est responsable d’une restructuration de certains types tumoraux 
(Tableau 2). L’un des exemples les plus marquants de cette restructuration concerne 




certains marqueurs moléculaires ont une valeur pronostique (mutations des gènes -
IDH1 et IDH2) et d’autres ont une valeur diagnostique telles que la mutation du gène 
ATRX fortement associée aux astrocytomes et la codélétion 1p/19q associée aux 
oligodendrogliomes. Le gène IDH code l’enzyme de même nom (Isocrate 
déshydrogénase) qui est responsable de la transformation de l’isocitrate en a-
kétoglutarate lors du cycle des acides tricarboxyliques. Sa mutation entraîne la 
production d’une nouvelle molécule, le D-2-HG (D-2-Hydroxyglutarate), dont la 
concentration importante entraîne des modifications épigénétiques et une 
hyperméthylation de l’acide désoxyribonucléique (ADN). Les patients atteints de 
gliomes avec une mutation IDH présente une médiane de survie plus élevée par 
rapport à ceux avec un profil IDH « sauvage » (Dunn, Andronesi, Cahill 2013). La 
codélétion 1p/19q est un marqueur fortement associé au diagnostic 
d’oligodendrogliome et représente aussi un facteur pronostic favorable (Nikiforova, 
Hamilton 2011). Ainsi, la classification des gliomes diffus repose dans un premier 
temps sur une différenciation histologique, puis dans un second temps sur la 
caractérisation de différents marqueurs pronostiques dont le statut IDH (Figure 2). 
 La grande majorité des GBM (90%) se développent rapidement de novo chez 
les patients âgés, sans évidence clinique ou histologique d'une lésion précurseur 
moins maligne : ce sont les GBM primaire. Les GBM secondaires évoluent à partir d'un 
astrocytome diffus de bas grade ou d'un astrocytome anaplasique. Ils se manifestent 
chez les patients plus jeunes, présentent un moindre degré de nécrose, sont 
préférentiellement situés dans le lobe frontal et portent un pronostic nettement 
meilleur. D’un point de vue histologique, les GBM primaires et secondaires sont 
indiscernables. Cependant, leurs profils génétiques et épigénétiques permettent de les 
différencier. En effet, les GBM secondaires présentent une mutation du gène IDH1 
chez la majorité des patients, avec une profil génétique hyperméthylé, tandis que chez 













Tableau 2 : Nouvelle classification des gliomes, d'après la classification OMS 2016 (Louis et al., 2016) 
 
 
Type Sous-type Grade 
I II III IV 
 
Tumeurs astrocytaires et 
oligodendrogliales diffuses 
Astrocytome diffus, IDH-mutant  x   
Astrocytome diffus, IDH-sauvage  x   
Astrocytome diffus, NOS  x   
Astrocytome anaplasique, IDH-
mutant   x  
Astrocytome anaplasique, IDH-
sauvage   x  
Astrocytome anaplasique, NOS   x  
Glioblastome, IDH-mutant    x 
Glioblastome, IDH-sauvage    x 
Glioblastome, NOS    x 
Gliome diffus de la ligne médiane, 
H3K27M-mutant    x 
Oligodendrogliome, IDH-mutant et 
1p/19q codélété  x   
Oligodendrogliome, NOS  x   
Oligodendrogliome anaplasique, 
IDH-mutant et 1p/19q codélété   x  
Oligodendrogliome anaplasique, 
NOS   x  
Oligoastrocytome, NOS  x   
Oligoastrocytome anaplasique, NOS   x  
Autres tumeurs astrocytaires 
Astrocytome pilocytique x    
Astrocytome sous épendymaire à 
cellules géantes x    
Xanthoastrocytome pléomorphique  x   
Xanthoastrocytome pléomorphique 
anaplasique   x  
Ependymomes 
Subépendymome x    
Ependymome myxopapillaire x    
Ependymome  x   
Ependymome, RELA fusion-positive  x x  
Ependymome anaplasique   x  
Autres gliomes 
Gliome angiocentrique x    





Figure 2 : Classification simplifiée des gliomes diffus, d’après la classification OMS 2016.  
Le terme NOS (Not Otherwise Specified) ne représente pas un groupe tumoral spécifique : il désigne les tumeurs 
dont les tests génétiques n’ont pas été réalisés, n’ont pas été faits intégralement ou n’ont pas montré d’altérations 
génétiques diagnostiques. Une classification NOS regroupe ainsi des types tumoraux dont les critères 










Les gliomes représentent 75% des tumeurs malignes du SNC (Figure 3). Leur 
taux d’incidence, tous confondus, varie de 4.67 à 5.73 pour 100 000 personnes. Le 
GBM est le gliome ayant le taux d’incidence le plus élevé puisqu’il varie entre 0.59 et 
3.69 pour 100 000 personnes selon différentes études. Celui-ci est également associé 
aux taux de survie à 5 ans les plus faibles. L’incidence pour les astrocytomes 
anaplasiques et le GBM augmente avec l’âge, et le groupe des 75-84 ans est le plus 
atteint. Ainsi, chez les personnes de plus de 40 ans, le taux d’incidence annuel ajusté 
à l’âge est de 6,8/100 000 (Leece et al. 2017).  De manière générale, l’incidence des 
tumeurs astrocytaires est 40 à 50% plus élevée chez l’homme par rapport à la femme, 
tout âge confondu (Ostrom et al. 2019). À l’échelle mondiale, on peut noter des 
différences significatives d’incidence entre des différentes populations Ainsi, 
l’incidence des gliomes est quatre fois plus élevée dans les pays d’Europe du Nord ou 
d’Amérique du Nord (8,5/100 000) par rapport aux pays d’Asie de l’Est (1,9/100 000). 
Des différences d’ordre génétique, ethnique, culturel, environnemental sont à l’étude 
afin d’expliquer ces différences significatives (Molinaro et al. 2019). Cette variation 
d’incidence s’observe au sein même de pays comme les États-Unis, où de nombreux 
groupes raciaux sont représentés : l’incidence de gliome diffus chez l’adulte est la plus 
élevée chez les individus blancs non-hispaniques par rapport aux autres populations 
(hispaniques, noires, amérindiennes, …) (Bauchet, Ostrom 2019). 
Bien que les gliomes puissent se développer dans l’ensemble de l’encéphale, 
on les retrouve préférentiellement dans le lobe frontal (26,5%), le lobe temporal 





Figure 3 : Tumeurs du SNC a) ensemble des tumeurs primitives b) tumeurs malignes du SNC (d'après (Ostrom 
et al. 2019). Les gliomes représentent à elles seules approximativement 75% des tumeurs du SNC. 
 
b) Facteurs de risque 
 
À l’heure actuelle, un seul facteur a été identifié comme facteur de risque de 
développer un gliome diffus : l’exposition aux RI. Ceux-ci entraînent des lésions de 
l’ADN qui peuvent conduire à l’oncogenèse. Les conséquences de cette exposition 
sont dose-dépendantes et apparaissent des années après l’exposition. Ce facteur de 
risque a été largement étudié chez les survivants à la bombe atomique qui ont subi 
des expositions élevées aux RI. De même, les patients pédiatriques exposés aux RI 
pour des tumeurs primaires, ont un risque plus élevé de développer une tumeur du 
SNC secondaire au cours de leur vie (Braganza et al. 2012).  
L’utilisation des téléphones mobiles est un sujet sensible quant aux risques que 
leur usage au quotidien représente pour notre cerveau. En effet, l’émission d’ondes 
radiofréquences (RF) par un mobile pourrait sur le long-terme avoir des effets néfastes 
sur le tissu nerveux. En 2011, l’agence du CIRC (Centre International de Recherche 
sur le Cancer) a classé les ondes RF émises par les téléphones portables comme 
« peut-être cancérogènes pour l’Homme » (groupe 2B). De nombreuses études 
s’intéressent à ce sujet, bien qu’aucune n’apporte de réponses claires et précises. 
D’une part, certaines ne montrent pas d’augmentation de risque, sauf sur une période 
supérieure à 10 ans, lors d’utilisation du côté ipsilatéral (Hardell et al. 2007; Little et al. 




risque de développer des méningiomes ou des gliomes, lors d’une utilisation chronique 
de portable. Une étude récente, en se basant sur les connaissances actuelles de la 
science sur ce sujet recommande à l’agence du CIRC de réévaluer la nocivité des 
ondes RF (Miller et al. 2019). Des études complémentaires de plus grande ampleur et 
sur le long terme sont nécessaires afin de clarifier l’impact des ondes RF émises par 
les téléphones portables sur le risque de développer des gliomes. D’autant plus que 
l’utilisation des téléphones portables est en constante évolution et l’exposition aux 
ondes RF touche de plus en plus les jeunes.  
De nombreuses études épidémiologiques ont d’autre part montré que les 
patients qui ont un terrain allergique (allergie alimentaire, asthme, eczéma…) se 
verraient protéger face à de nombreux cancers dont les tumeurs du SNC : ainsi les 
patients allergiques auraient 30% en moins de risque de développer un gliome 
(Amirian et al. 2016). Les patients atteints de gliome ont des taux d’immunoglobuline 
E (IgE), marqueurs de l’allergie, inférieurs à la moyenne. L’expression du marqueur 
CD133, marqueur d’agressivité du GBM, est négativement corrélée à l’expression des 
gènes en lien avec l’allergie et l’inflammation (Schwartzbaum et al. 2010). L’une des 
hypothèses avancées de l’effet protecteur d’un état allergique pourrait s’expliquer par 
un système immunitaire inné plus réactif face à des antigènes. Les antigènes tumoraux 
seraient ainsi reconnus plus précocement et les cellules tumorales seraient ciblées par 
le système immunitaire.  
Bien que la majorité des gliomes apparaissent de manière sporadique, sans lien 
avec les autres membres de la famille, il existe de rares syndromes héréditaires 
fortement associés au développement de gliomes. Ces syndromes sont responsables 
de moins de 5% de l’ensemble des gliomes. Il s’agit :  
- Du syndrome Li-Fraumeni associé à une mutation du gène p53, qui 
prédispose au développement de nombreux cancers dont le GBM, 
- De la neurofibromatose 1, liée à une mutation du gène NF1, qui 
entraine le développement de tumeurs cutanées mais aussi 
cérébrales. 
Concernant le régime alimentaire, la consommation d’alcool ou de tabac, ou 
l’exposition à des pesticides, aucun n’a été reconnu comme facteur de risque dans le 








Les signes cliniques sont les premiers éléments à orienter le diagnostic vers 
des troubles nerveux ; cependant, ces signes dépendent de la taille et de la vitesse de 
croissance de la tumeur, mais aussi de sa localisation (Young et al. 2015). L’œdème 
péri-tumoral peut comprimer le tissu cérébral et entrainer par la même occasion des 
signes cliniques très variables. Les patients atteints pourront présenter des migraines, 
des troubles de la vision, une anisocorie ou des nausées. Certains signes cliniques 
comme des troubles cognitifs, des changements de personnalité, une perte de 
conscience ou des troubles convulsifs viendront impacter la vie du patient. Les crises 
convulsives sont d’ailleurs le signe clinique le plus fréquent chez les personnes 
atteintes de gliome de haut ou de bas grade (Ruda et al. 2012). 
Les commémoratifs, la vitesse d’apparition des symptômes, les facteurs de 
risques sont des éléments à prendre en considération dans l’évaluation clinique. 
Malheureusement, ces troubles peuvent s’observer avec d’autres entités cliniques que 
les gliomes; une hémorragie sub-arachnoïdienne ou un accident vasculaire cérébral 
ischémique sont à inclure dans le diagnostic différentiel (Singla et al. 2016). C’est 
pourquoi l’imagerie joue un rôle primordial dans le diagnostic des tumeurs cérébrales.  
 
b) Radiologique  
 
(1)  Tomodensitométrie (TDM) 
 
L’examen d’imagerie à réaliser en premier lieu est un examen de 
tomodensitométrie (TDM) du crâne. En effet, cet examen va permettre d’évaluer 
l’intégrité du parenchyme cérébral et de faire rapidement le différentiel entre une 
masse cérébrale et des lésions vasculaires. Il sera aussi recommandé chez les 
patients possédant des implants intégrés ou des dispositifs métalliques et pour 
lesquels un examen d’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) ne peut pas être 




hypodense, avec un centre nécrotique (Figure 4). Néanmoins, le TDM présente des 
limites de définition et l’IRM, une fois le diagnostic de masse tumorale établi, est l’outil 









(2) Modalités anatomiques et fonctionnelles de l’IRM 
 
L’IRM, technique d’imagerie qui repose sur le principe de Résonance 
Magnétique Nucléaire (RMN), est l’outil d’imagerie de choix pour évaluer les anomalies 
affectant le corps humain, et particulièrement le cerveau. Au cours d’un examen IRM, 
différentes séquences sont réalisées (Figure 5). La séquence pondérée en T1 permet 
d’obtenir une image « anatomique » de l’encéphale : la substance blanche apparaît 
plus claire que la substance grise et le LCS apparaîtra plus sombre (Figure 5A). Lors 
de tumeur, le gadolinium (Gd), qui est un produit de contraste, est utilisé pour mieux 
visualiser le processus néoplasique. La séquence pondérée en T2 est une image en 
contraste de la séquence T1 : l’eau et l’œdème apparaissent en hyper signal. Le FLAIR 
(Fluid Attenuated Inversion Recovery) correspond à une image T2 dont le signal de 
l’eau a été atténué : il permet de mettre en évidence l’œdème péri-tumoral. Ainsi, ces 
séquences sont couramment utilisées dans l’exploration des masses 
tumorales cérébrales : le GBM apparaît en séquence T1-Gadolinium comme une 
masse contrastée, avec un anneau hyperdense et un centre hypodense qui 
correspond à un centre nécrotique. Les marges de la tumeur sont peu distinctes du 
fait de l’œdème péri-tumoral et de la nature infiltrante des gliomes diffus (Young et al. 
2015). 
 
 Figure 4 : Examen tomodensitométrique sans produit 
de contraste, d’un patient atteint de GBM.  
Présence d'une masse hypodense, créant un effet 
masse et comprimant le ventricule latéral (d’après 





Figure 5 : Images IRM obtenues chez un patient atteint de GBM.  
((A) Image pondérée en T1 sans produit de contraste montrant une masse tumorale comprimant le ventricule latéral 
droit. (B) Image pondérée en T1 avec injection de Gadolinium, montrant une masse sphérique avec une prise de 
contraste en anneau et un centre hypodense compatible avec un centre nécrotique. (C) Image pondérée en T2, 




Cette première partie de l’examen IRM permet l’évaluation de l’extension de la 
tumeur, sa localisation et la faisabilité de son exérèse chirurgicale. De plus, l’obtention 
d’une image 3D de haute résolution permet l’utilisation d’un cadre stéréotaxique avec 
les données cartésiennes afin de réaliser une biopsie à l’aiguille fine de la tumeur 
(Figure 6). 
 
Figure 6 : Représentation d'un cadre stéréotaxique et mise en évidence de la trajectoire de la biopsie. Présentation 
de 3 coupes du crâne : sagittale(en haut à droite), axiale (en bas à gauche) et coronale (en bas à droite) et de la 
trajectoire (en vert) de la biopsie. (Young et al., 2015) 
 
Afin de préciser le diagnostic et fournir des informations supplémentaires en vue 
de la chirurgie, d’autres techniques d’IRM peuvent être réalisées. La DTI (Diffusion 
Tensor Imaging) ou IRM du tenseur de diffusion, permet d’évaluer pour chaque 
molécule d’eau sa position et sa direction, sachant que celle-ci est influencée par la 
matière qui l’entoure. Or, l’organisation de la substance blanche, constituée de gaines 




mouvement de l’eau le long de ces axes. Ainsi, indirectement, la DTI permet de mettre 
en évidence la trajectoire des fibres nerveuses et d’observer la connectivité cérébrale. 
Le développement d’une masse tumorale peut modifier la trajectoire des fibres et 
expliquer ainsi certains troubles (Figure 7) (Jellison et al. 2004). Le chirurgien doit 
connaître avec précision le trajet des fibres, afin d’éviter leur résection lors de l’exérèse 
chirurgicale large. L’IRMf (IRM fonctionnelle) peut être utilisée en association avec la 
DTI. Cette technique permet d’évaluer indirectement l’activité cérébrale, et de définir 
les aires du cerveau responsables des fonctions principales (les aires de Broca et 
Wernicke, responsables de la parole, aires motrices, …). Lorsqu’une zone du cerveau 
est activée, l’afflux de sang augmente et des variations hémodynamiques sont 
enregistrées. On mesure ainsi l’effet BOLD (Blood Oxygen Level Dependent), liée à la 
différence d’aimantation entre l’oxyhémoglobine et la désoxyhémoglobine. 
 
 
Figure 7 : Imagerie du tenseur de diffusion réalisée chez un patient souffrant d’un astrocytome. La masse tumorale 
(indiquée par la pointe de flèche) modifie le trajet des fibres de substance blanche (Wolbers et al., 2014). 
 
La spectroscopie ou ISRM (Imagerie de Spectroscopie par Résonance 
Magnétique) est une technique d’imagerie non-invasive qui permet d’évaluer le 
métabolisme au sein d’un tissu. Elle se base sur les propriétés magnétiques des 
noyaux atomiques. Ainsi, chaque molécule aura une signature spécifique, en fonction 
des différents atomes qui la compose. La choline (Cho), le lactate, les lipides, la 
créatinine et le N-acétylaspartate (NAA) sont des métabolites couramment observés 
au sein du tissu nerveux sain et tumoral, dans des proportions spécifiques (Deviers et 
al. 2014). Par exemple, le lactate est le signe d’un métabolisme anaérobique observé 




la choline et la diminution du pic de NAA sont associées à des critères de malignité : 
un ratio Cho/NAA>2 est en faveur de tumeurs malignes (Muruganandham et al. 2014). 
 
Figure 8 : Imagerie de Spectroscopie par Résonance Magnétique réalisée chez un patient atteint de GBM. On 
observe un rapport Cho/Cr >2, un pic NAA diminué et un pic en lactate dans la région d’intérêt (Young et al., 2015) 
 
Ces modalités d’imagerie sont essentielles dans l’établissement du diagnostic 
de gliome mais aussi dans le suivi du patient, suite à son traitement multimodal. En 
effet, des IRM de suivi sont recommandées pour évaluer la réponse au traitement. De 
manière générale, l’évaluation de la réponse au traitement repose sur l’analyse 
d’images pondérées en T1 avec injection de Gadolinium. Cependant, on peut observer 
chez près de 50% des patients, une augmentation de la prise de contraste qui n’est 
pas liée à une progression tumorale, mais à une pseudo-progression, qui correspond 
à des modifications cellulaires induites par le traitement (Fink, Born, Chamberlain 
2011). En effet, une étude méta-analytique a montré que l’IRM anatomique avec 
injection de produit de contraste a une sensibilité (68%) et une spécificité (77%) faibles 
pour distinguer la pseudo-progression d’une réelle progression ou résurgence 
tumorale. Cette évaluation ne peut pas être automatisée et sa sensibilité est 
dépendante de l’opérateur. La spectroscopie présente une sensibilité de 91% et une 
spécificité de 95% ce qui en fait la technique la plus précise pour évaluer de la réponse 
tumorale au traitement. Cependant, cette technique nécessite des temps 
d’acquisitions plus long du fait de la faible concentration des métabolites analysés. 
D’autres modalités IRM, telles que l’IRM de diffusion ou l’IRM de perfusion peuvent 






(3) La tomographie à émission de positons (TEP) 
 
Cette modalité d’imagerie permet d’identifier une activité métabolique au sein 
d’un tissu à partir des positons émis par un traceur radioactif, injecté au préalable. L’un 
des marqueurs les plus couramment utilisés est le 18F-FDG (fluorodésoxyglucose 
marqué au 18F) : ce glucose modifié est absorbé par les cellules, mais ne peut être 
métabolisé. Il va donc s’accumuler dans les cellules, de façon proportionnelle à leur 
consommation. Les cellules cancéreuses, hautement consommatrices de glucose vont 
donc être fortement marquées. Bien que les cellules du cerveau aient une demande 
importante en glucose, les cellules tumorales seront renforcées sur les images. De 
nombreux autres marqueurs sont à l’étude afin d’augmenter leurs spécificités vis-à-vis 
des différentes tumeurs. Une étude chinoise publiée en Avril 2016 évaluait la capacité 
du marqueur 18F-RGD à caractériser la réponse précoce du GBM au traitement de 
radiochimiothérapie standard (Zhang et al. 2016). Le motif RDG (Arginine-Glycine-
Acide Aspartique) se fixe spécifiquement sur le récepteur intégrine ανβ3 qui est exprimé 
par les cellules tumorales et qui permet l’expression et le maintien de l’angiogenèse 
tumorale. Cette molécule permet de visualiser les lésions du GBM et de prédire la 
réaction tumorale dès 3 semaines après la mise en place du traitement multimodal, 
comme on peut le noter sur la Figure 9. 
 
Figure 9 : TEP et IRM associées, de deux patients atteints de GBM au début de leur traitement (Basal) et 3 
semaines plus tard (+ 3 sem).  
Le patient A est un patient dont la tumeur est résistante tandis que pour le patient B, le volume tumoral est en 






L’une des dernières étapes dans l’établissement d’un diagnostic de certitude 
est la réalisation d’une biopsie pour examen anatomopathologique. A la microscopie, 
la morphologie des cellules et les critères de malignité tels que l’infiltration, les atypies 
cytonucléaires, l’index mitotique et la présence de néo-capillaires peuvent être 
observés afin d’établir un diagnostic lésionnel qui pourra être complété par des 
analyses immunohistochimiques et la recherche de marqueurs génétiques (mutation 
ATRx et codélétion 1p19q, cf. ante). 
 
De récentes études ont montré l’intérêt d’utiliser l’ISRM pour guider la biopsie. 
Une étude américaine publiée en Juin 2016 a corrélé les voxels anormaux en ISRM 
(i.e. avec un ratio Cho/NAA élevé) aux lames histologiques obtenues après biopsie. 
Les régions présentant un ratio Cho/NAA anormal montrent aussi des anomalies 
histologiques et immunohistochimiques (Figure 10). Un panel de marqueurs a été 
évalué dont IDH, SOX2, p53, Ki67, EGFR, Olig2, GFAP… Par ailleurs, cette étude 
montre qu’un ratio Cho/NAA anormal au sein d’un tissu qui apparaît « sain » à l’IRM 
indique les zones d’infiltration tumorale (Cordova et al., 2016). 
 
Figure 10 : Corrélation entre un ratio Cho/NAA élevé et la surexpression de SOX-2. (A-C) Image pondérée en T1, 
image FLAIR et imagerie de spectroscopie par résonance magnétique d’un patient atteint d’un astrocytome 
anaplasique. (D-E) Immunohistochimie du tissu prélevé dans la région d’intérêt (i.e. carré vert présent sur les 




d) Biomarqueurs circulants 
 
Afin d’obtenir des diagnostics plus précoces et ainsi améliorer le taux de survie 
des patients en permettant une prise en charge plus précoce, des équipes de 
recherche s’intéressent aux biomarqueurs circulants. Ceux-ci sont détectables dans 
des échantillons du patient tels que des biopsies, mais aussi des échantillons de sang, 
d’urine ou de LCS. Bien que leurs concentrations soient infimes, elles peuvent être 
détectées à l’aide de technique protéomique et d’analyse moléculaire de pointe telles 
que la spectrométrie de masse ou la droplet digital PCR (ddPCR).  
Parmi ces biomarqueurs circulants, on peut détecter des microARN (miARN) : 
ce sont des fragments d’ARN non codant de 20 à 22 nucléotides de longueur, qui 
modulent spécifiquement l’expression des gènes en dégradant l’ARN messager 
(ARNm) correspondant ou en empêchant sa traduction en bloquant son accès aux 
ribosomes. Ces miARN se retrouvent dans des conditions physiologiques mais aussi 
dans de nombreux processus tumoraux, dont les gliomes. Certains miARN (miR-21, 
miR-181d) sont impliqués dans l’altération de l’expression génique de PT53, favorisant 
la progression tumorale (Jesionek-Kupnicka et al. 2019).  
Lors du développement tumoral et grâce à leur fort pouvoir invasif, certaines 
cellules tumorales peuvent franchir la barrière hémato-méningée et se retrouver dans 
la circulation générale ou le LCS. Elles peuvent alors être détectées et analysées par 
des techniques de sélection cellulaires basées sur l’immunofluorescence (MacArthur 
et al. 2014). Bien que ces cellules ne soient pas représentatives de la tumeur, leur 
analyse génétique, à partir d’un prélèvement de sang, permet de fournir des données 
diagnostiques et pronostiques de la tumeur cérébrale. 
L’analyse protéomique du sérum de patients atteints de GBM révèle des 
modifications d’expression de nombreuses protéines, telles que des protéines 
associées à l’angiogenèse (VEGF) ou des métalloprotéases matricielles (MMP-2, 
MMP-9) (Silantyev et al. 2019). Une autre protéine d’intérêt est l’haptoglobine, une 
protéine sérique dont le rôle est de fixer l’hémoglobine extra-globulaire, en cas 
d’hémolyse vasculaire. Son taux est augmenté lors de phénomène inflammatoire, mais 
aussi lors de différents processus tumoraux tels que des carcinomes pulmonaires, des 
cancers vésicaux ou des gliomes. Le taux d’haptoglobine est significativement 




sa concentration est corrélée avec le grade du gliome : plus le grade est élevé, plus la 
concentration sérique en haptoglobine est élevée, ce qui en fait un biomarqueur 
d’intérêt diagnostic dans le cadre des tumeurs gliales (Kumar et al. 2010). 
La mise en évidence de ces biomarqueurs dans le sérum peut être compliquée 
par de possibles interactions avec les protéines sériques. Chez les patients atteints de 
gliomes, on peut aussi mettre en évidence une augmentation significative de la 
concentration de ces mêmes molécules dans leur urine ou dans le LCS qui est au 
contact direct du SNC. Ainsi, la présence des MMP dans l’urine pourrait être un 






La chirurgie est la clé de voute du traitement des gliomes chez l’Homme. 
Cependant, la mise en place d’un traitement chirurgical repose sur certains facteurs. 
En effet, l’âge du patient, l’ indice de performance (quantifié par l’indice de Karnofsky 
(KPS) ou l’indice fonctionnel de l’OMS) et la localisation tumorale peuvent indiquer ou 
non la prise en charge chirurgicale. Une indice KPS supérieur à 70% est en faveur de 
la chirurgie. La décision finale est une décision collégiale entre neurochirurgien, 
neurologue, oncologue et anesthésiste : elle évalue le bénéfice de la chirurgie par 
rapport aux risques per- et post-opératoires. L’étendue de la résection tumorale (EOR) 
est une évaluation, en pourcentage, de l’efficacité de l’ablation tumorale (Stupp et al. 
2014). L’EOR est un facteur prédictif pour la survie post-opératoire du patient : 
meilleure est l’EOR, meilleure est la médiane de survie du patient. En effet, il a été 
démontré que l’on retrouve des cellules tumorales 20 mm au-delà des anomalies 
anatomiques objectivées en IRM, et chez les patients atteints de GBM, on peut les 
retrouver du côté contro-latéral. Chez les patients atteints de GBM, une EOR > 80% 
permet d’améliorer le taux de survie (Oppenlander et al. 2014; Brown et al. 2016). 
L’imagerie préopératoire (DTI, IRMf) est essentielle puisqu’elle guide le 
chirurgien dans la résection de la tumeur et dans l’obtention de marge saine, on parle 
alors de résection supra-maximale. L’IRM intra-opératoire (IRMi) permet, quant à elle, 




déplacement partiel du cerveau fréquemment observé lors de la craniotomie, ou de la 
résection tumorale. Par ailleurs, cette technique d’imagerie intra-opératoire permet 
d’augmenter l’EOR, contrairement à une chirurgie conventionnelle (Senft et al. 2011; 
D’Amico et al. 2017).  Cependant, cette technique est peu répandue actuellement du 
fait de l’augmentation du temps chirurgical et du surcoût associé à l’équipement 
nécessaire et à l’adaptation des salles opératoires. (Young et al. 2015). L’échographie 
intra-opératoire peut être une option économiquement plus abordable que l’IRMi, tout 
en apportant des informations complémentaires aux neurochirurgiens. Les images 
échographiques permettent en effet d’identifier les tumeurs résiduelles en temps réel, 
ainsi que la vascularisation péri-tumorale. Des études complémentaires sont 
nécessaires pour appuyer le développement de l’échographie intra-opératoire. La 
craniotomie éveillée est une méthode fréquemment employée, principalement lorsque 
la localisation de la tumeur est proche du « cortex éloquent », c’est-à-dire, proche des 
aires du cerveau dédiées à la parole ou au mouvement (aire de Broca, aire de 
Wernicke, gyrus précentral). Une fois la boîte crânienne ouverte, le patient est réveillé 
et le neurochirurgien délivre des neurostimulations aux aires corticales, afin de 
déterminer les limites tumorales. Simultanément, un neurologue évalue en continu les 
fonctions motrices et vocales du patient. Un défaut de l’élocution ou de la motricité lors 
de la neurostimulation traduit une stimulation corticale par le neurochirurgien : il définit 
ainsi le contour de la tumeur. Une fois l’ensemble de la tumeur délimitée, le patient est 
de nouveau endormi et l’exérèse se poursuit. Il existe des contre-indications à ce type 
d’intervention : les patients claustrophobes, avec des troubles psychiatriques, une toux 
chronique, une dysphagie, une hémiplégie, ne sont pas éligibles à ce type d’opération 
(Hervey-Jumper, Berger 2016; Chacko et al. 2013; Meyer et al. 2001). 
Une autre méthode de délimitation de la tumeur consiste en l’administration 
orale préopératoire d’une prodrogue non-fluorescente; le 5-ALA (5-Aminolevulinic 
Acid). Celui-ci  va être transformé et s’accumuler au sein des cellules cancéreuses 
sous forme de porphyrines fluorescentes (Protoporphyrine IX [PpIX] principalement). 
La concentration de ce marqueur fluorescent est maximale durant 12 heures. Le 
chirurgien, équipé de lentilles adaptées sur le microscope chirurgical, peut ainsi avoir 
une délimitation précise de la masse tumorale, sous lumière UV. Comme le montre la 
Figure 11, la fluorescence émise permet de retirer les résidus de cellules tumorales, 




d’obtenir une meilleure EOR et les patients bénéficient d’une augmentation de 50% du 
taux de survie à 6 mois (41% pour ceux traités avec le 5-ALA par rapport à 21.1% pour 
ceux traités en chirurgie conventionnelle) (Stummer et al. 2006). Cette technique à 
faible coût, facile d’utilisation et avec de faibles effets secondaires (photosensibilité du 
patient pendant 24-48 heures), est un outil de choix pour aider les neurochirurgiens 
dans la résection totale des tumeurs cérébrales. L’utilisation du 5-ALA combinée avec 
l’IRMi permet de meilleures résections tumorales par rapport à l’utilisation seule de 
l’IRMi (Bander, Magge, Ramakrishna 2018). Par ailleurs, certaines études ont 
démontré que la PpIX peut être utilisée pour la photothérapie dynamique. Sous l’action 
de la lumière, cette molécule va libérer des radicaux libres qui vont endommager des 
cibles cellulaires autres que l’ADN, comme les mitochondries. 
 
 
Figure 11 : Photographies d'aires corticales motrices (cercle blanc) en présence de 5-ALA, (A) sous lumière 
blanche et (B) sous ultraviolet (UV).  
L’astérisque en (B) montre de la fluorescence émise par les cellules tumorales marquées par les protoporphyrines 




Dans la continuité de la chirurgie, la radiothérapie est indiquée à partir des 
gliomes de grade III, et des gliomes de grade II si la tumeur est non-résécable ou s’il 
existe des facteurs pronostiques négatifs. Les protocoles de radiothérapie reposent 
sur les travaux de Stupp (Stupp et al. 2005a). Les patients âgés de moins de 70 ans 
reçoivent une dose fractionnée de 2Gy quotidienne pendant 5 jours par semaine, 
durant 6 semaines consécutives : la tumeur reçoit ainsi une dose totale de 60 Gy. 




chirurgicaux prenant le contraste en T1-Gadolinium ou cavité opératoire en cas 
d’exérèse macroscopiquement complète) auquel s’ajoutent une marge de 2 à 3 cm et 
l’œdème péritumoral. Ce volume est calculé au préalable à l’aide de l’imagerie IRM 
préopératoire ou post-opératoire selon les cas (Stupp et al. 2005b). Actuellement, de 
nouvelles approches de RT sont à l’étude afin d’améliorer l’efficacité du traitement. 
L’hypofractionnement consiste à délivrer une dose totale identique de 60 Gy, en un 
nombre de fractions plus faible. Cette technique permet de diminuer le temps de RT 
et par conséquent, d’améliorer la qualité de vie du patient. Par ailleurs, la dose reçue 
pour chaque fraction étant plus élevée, un plus grand nombre de cellules tumorales 
sont touchées, ce qui ralentit le phénomène de repopulation cellulaire. La médiane de 
survie est identique à celle obtenue avec le protocole de Stupp (Panet-Raymond et al. 
2009). Une étude de phase III randomisée multicentrique en cours vise à comparer la 
radiothérapie conventionnelle avec la radiothérapie avec modulation d’intensité pour 
laquelle une augmentation de dose localisée est guidée par ISRM. La tumeur reçoit 
une dose globale de 60 Gy selon le protocole de 
Stupp, et la zone d’intérêt (zones avec un ratio 
Cho/NAA>2) reçoit une dose cumulée de 72 Gy 
(Ken et al. 2015).  
La protonthérapie est une forme de 
radiothérapie précise, qui repose sur l’émission d’un 
faisceau de protons qui déposent leur énergie à une 
profondeur donnée, sans affecter les tissus 
environnants. Les plans d’irradiation seront donc 
plus précis, comme on peut le voir sur la Figure 12. 
Ainsi, les effets secondaires sont moins marqués et 
des structures à risques telles que l’hippocampe ou 
la cochlée reçoivent, en dose cumulée, moins de 
rayons. Cette technique de radiothérapie offre un 
avantage conséquent lorsque les tumeurs sont 
localisées près de structures à risque ou lors de 
résurgence tumorale. Les données concernant 
l’utilisation de la protonthérapie dans le traitement 
des GBM sont peu nombreuses car seulement 
Figure 12 : Plans dosimétriques 
comparant la protonthérapie (A) à la 
radiothérapie conventionnelle (B), 






quelques centres en sont équipés. L’utilisation de la protonthérapie sur des gliomes 
de bas-grade a montré une efficacité similaire par rapport à la radiothérapie 
conventionnelle, sans atteinte des fonctions cognitives (Shih et al. 2015). 
 Concernant les patients de plus de 70 ans, le protocole de RT n’est pas 
clairement défini. Elle augmente sensiblement la médiane de survie chez ces patients, 
par rapport à la chirurgie seule, sans conséquences négatives sur leur qualité de vie 
ou leurs fonctions cognitives (Keime-Guibert et al. 2007). La RT hypofractionnée  
semble plus adaptée car elle affecte moins la qualité de vie du patient et entraîne 
moins de troubles cognitifs (Sulman et al. 2016; Lévy, Chapet, Mazeron 2014; Roth, 




L’agent le plus utilisé en chimiothérapie pour le traitement des gliomes est le 
témozolomide (TMZ). Cette molécule est un agent alkylant efficace, bien tolérée par 
les patients et elle possède une bonne diffusion à travers la barrière hémato-
méningée. Son utilisation entre dans le protocole Stupp et est concomitante à la RT  : 
le patient reçoit la dose de 75mg/m² de surface corporelle par jour, 7 jours par semaine, 
week-end compris, du premier au dernier jour de RT. Le TMZ est par la suite utilisé en 
traitement adjuvant à la dose de 150mg/m²/jour pendant 5 jours. Puis pour le deuxième 
cycle, la dose est augmentée à 200mg/m²/j pendant 5 jours si le traitement est bien 
toléré. Les cures sont répétées tous les 28 jours pour une durée initiale de 6 cycles in 
toto. L’apport concomitant et adjuvant du TMZ a permis d’augmenter de manière 
significative la médiane de survie (14.6 mois vs 12.1 mois avec radiothérapie seule) 
(Stupp et al. 2005b). Une étude française de 2013 a montré que le prolongement de 
ce traitement semble augmenter la survie globale sans augmentation de la toxicité 
(Darlix et al. 2013).  
Le principe actif du TMZ agit en alkylant la position 6O de la guanine permettant 
la formation de la 6O-méthyl-guanine (6O-meG) qui entraîne des cassures double-brin 
de l’ADN responsable de la mort cellulaire, par apoptose ou autophagie. Le gène 
MGMT (6O-methylguanine-DNA méthyltransférase) code une enzyme qui va réparer 
cette lésion. Lorsque le gène MGMT est fonctionnel, on observe alors une certaine 




gène devient inactif, ce qui sera associé à une meilleure réponse du patient au TMZ. 
La méthylation du promoteur du gène MGMT sera alors recherchée afin d’évaluer la 
sensibilité de la tumeur à ce type de chimiothérapie (Villano, Seery, Bressler 2009). 
D’autres molécules, telles que la carmustine et la lomustine, sont également utilisées 
en seconde intention après le traitement au TMZ. 
 Une thérapie locale est fréquemment utilisée, en complément de la chirurgie. 
Un « patch » imprégné de carmustine est déposé sur les marges de la tumeur et va 
délivrer la molécule durant 2 à 3 semaines. Cette technique apporte un bénéfice de 
survie aux patients traités, sans conséquences néfastes pour le patient (Westphal et 
al. 2003). 
 Les gliomes de haut-grade tels que le GBM sont des tumeurs qui possèdent 
une vascularisation périphérique anarchique, tortueuse. Cette vascularisation est 
consécutive à la surexpression du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) par les 
cellules gliales et a pour conséquence la mise en place d’un milieu hypoxique au sein 
de la tumeur, qui favorise les mécanismes de résistance des cellules tumorales. De 
plus, cette vascularisation anarchique limite la délivrance des molécules 
chimiothérapeutiques au sein de la tumeur. Ainsi, la lutte contre l’angiogenèse 
tumorale apparaît être une approche thérapeutique intéressante. C’est dans ce 
contexte que le bévacizumab (BVZ), un anticorps recombinant humain anti-VEGF a 
est étudié. Bien que les mécanismes du BVZ ne sont pas encore connus dans leur 
ensemble, cette molécule a montré des effets bénéfiques dans le traitement du cancer 
du sein et du colon. Le BVZ permet ainsi de limiter la néo-angiogenèse tumorale et de 
rétablir une bonne perfusion de la tumeur. Bien que l’essai randomisé de phase III 
AVAGLIO montre une augmentation significative de la durée de médiane de survie 
sans progression avec BVZ : 10.7 mois contre 7.3 mois lors du traitement 
conventionnel, la survie globale n’est pas augmentée (Fan et al. 2010; Chinot et al. 
2014). 
 
d) Immunothérapie  
 
Malgré une prise en charge agressive reposant sur la chirurgie et la 
radiochimiothérapie, la médiane de survie des patients n’a que peu évolué depuis 




L’immunothérapie est une nouvelle approche dans la lutte anti-tumorale : elle peut 
cibler les cellules tumorales ou le microenvironnement tumoral qui participe à la 
croissance tumorale. Dans ce microenvironnement on retrouve notamment des 
cellules immunitaires recrutées par la tumeur ; elles représentent 30% des cellules 
présentes au sein de la tumeur. Ces cellules, microglie et macrophages associés au 
gliome (GAMs) n’ont pas d’activité anti-tumorale et ont même un profil 
immunosuppresseur, favorable au développement des cellules cancéreuses 
(Carvalho da Fonseca, Badie 2013). Les cellules tumorales surexpriment une protéine 
STAT3 qui inhibe l’activation des GAMs et les oriente vers un phénotype M2. Ces 
macrophages M2 vont sécréter dans le microenvironnement des molécules et des 
cytokines anti-inflammatoires (IL-10) favorisant l’immunodépression locale. L’inhibition 
de STAT3 entraîne une activation des GAMs et un arrêt du développement tumoral in 
vivo sur modèle murin de gliome (Zhang et al. 2009). Des essais cliniques de phase I 
et II sont en cours pour évaluer l’efficacité de l’inhibition de STAT3 dans d’autres 
tumeurs malignes ; il serait également intéressant d’évaluer son efficacité dans le cas 
des gliomes. De même, les cellules tumorales peuvent surexprimer à leur surface la 
protéine PD-L1 dont le rôle est de se fixer au récepteur PD-1 sur les lymphocytes T. 
Celui-ci est un point de contrôle immunitaire puisque lorsqu’il est stimulé, le lymphocyte 
T est inactivé et la cellule tumorale peut ainsi échapper au système immunitaire. 
L’utilisation d’anticorps anti-PD-1 ou anti-PD-L1 sur un modèle préclinique de rongeur 
immunocompétent a montré des résultats prometteurs : on observe une diminution du 
volume des tumeurs avec une diminution des cellules immunosuppressives et une 
augmentation de cellules immunocompétentes dans le microenvironnement tumoral 
(Reardon et al. 2016). Un essai clinique de phase II est actuellement en cours avec 
des patients atteints de GBM récurrent. 
Une autre approche de l’immunothérapie repose sur la vaccination tumorale 
visant à stimuler des cellules dendritiques avec des antigènes tumoraux fortement 
immunogènes. Ces cellules sont essentielles à l’établissement d’une réponse anti-
tumorale ciblée, car ils présentent les antigènes tumoraux aux lymphocytes T qui sont 
alors capables de reconnaitre et détruire spécifiquement les cellules tumorales.  Ces 
cellules dendritiques sont mises au contact d’un lysat de cellules tumorales du patient, 
afin d’obtenir une vaccination des cellules dendritiques autologue, spécifique à chaque 




double aveugle sur un vaccin autologue de cellules dendritiques activées chez des 
patients atteints de GBM semble associé à une augmentation du taux de survie (Liau 





e) Traitements adjuvants 
 
La prise en charge de la tumeur repose sur le traitement de la tumeur d’une 
part, mais aussi sur les complications liées à la tumeur en elle-même ou aux 
traitements mis en œuvre d’autre part. En effet, les tumeurs malignes ont des effets 
délétères impactant la qualité de vie des patients puisqu’en fonction de leur localisation 
elles peuvent être à l’origine de convulsions, de thromboembolies veineuses ou encore 
de troubles du comportement. Les traitements antitumoraux peuvent, eux aussi, 
entrainer des effets secondaires (Schiff et al. 2015). 
Les convulsions sont fréquemment observées chez les personnes souffrant de 
tumeur cérébrale. Elles peuvent survenir lors du développement tumoral, et dépendant 
de la localisation, du type tumoral et de la vitesse de croissance. Les gliomes de bas-
grade provoquent des crises convulsives dans 80% des cas, tandis qu’elles ne sont 
présentes que dans 20% des cas chez les patients atteints de gliomes de haut-grade. 
Les chimiothérapies à base de TMZ, ainsi que l’exérèse chirurgicale et la RT 
permettent de diminuer l’incidence de ces convulsions. L’utilisation d’antiépileptique 
peut s’avérer intéressante, notamment en préopératoire d’une craniotomie mais 
aucune étude n’a démontré l’effet bénéfique de cette médication. De plus, ces 
molécules peuvent présenter des effets négatifs, tels que des démangeaisons dans 
18% des cas de patients recevant une radiothérapie (Mamon et al. 1999). Enfin, il 
semblerait que les antiépileptiques diminuent l’efficacité des corticoïdes.  
Quant aux thromboembolies veineuses, des études rétrospectives ont montré 
que leur risque peut aller de 3 à 25 % dans les 6 semaines post-opératoires (Marras, 
Geerts, Perry 2000). Les facteurs de risque sont nombreux et reposent sur un âge 
élevé du patient (>75ans), un alitement prolongé, une tumeur de haut grade ou sur 
une taille de tumeur supérieure à 5 cm de diamètre. De plus, il a été démontré que les 
gliomes malins sont à l’origine d’un état hypercoagulable car ils produisent des 
molécules procoagulantes et antifibrinolytiques, telles que le facteur tissulaire, le 
VEGF. Enfin, d’après une étude datant de 2009, la chimiothérapie, la radiothérapie et 
les traitements anti-angiogéniques sont associés à des risques augmentés de 
thrombose (Jenkins et al. 2010; Zangari et al. 2009). Ainsi, la prévention des 
thromboses semble essentielle dans la prise en charge des tumeurs cérébrales. Elle 




grade reçoivent donc généralement un traitement préventif d’héparine de bas poids 
moléculaire, sur une période minimale d’un mois (Perry 2012). 
La plupart des patients atteints de tumeur cérébrale sont amenés au cours de 
leur traitement à prendre des corticoïdes. Ces médicaments permettent de contrôler 
l’œdème cérébral et ainsi de limiter les troubles neurologiques et les convulsions 
associés. Par ailleurs, les corticoïdes ont un effet analgésique et ils permettent 
d’améliorer l’appétit et le comportement des patients. Généralement, le médicament 
utilisé en première intention est la dexaméthasone, car il ne perturbe pas l’axe 
corticotrope. Cependant, l’usage à long terme des corticoïdes ont des effets 
systémiques négatifs : la myopathie, associée à une faiblesse musculaire correspond 
à l’effet le plus fréquemment rencontré. De plus, des ulcères gastriques, une 
hyperglycémie ou de l’ostéoporose peuvent apparaître sur le long terme et nécessitent 
la prise de traitements supplémentaires (Pruitt 2011). Les doses de corticoïdes doivent 
donc être limitées dans le temps afin d’éviter ces complications, et la décroissance doit 
se faire lentement. Par ailleurs, un exercice physique doit être maintenu durant le 
traitement, ainsi qu’un régime hyposodé afin de maintenir une bonne hygiène de vie.    
La chimiothérapie appartient à l’arsenal thérapeutique mis en place afin de lutter 
contre les gliomes. Le TMZ est l’anticancéreux utilisé en première intention. 
Cependant, l’emploi de ces molécules est associé à des effets secondaires, qui 
impactent la vie du patient. En effet, le TMZ possède une toxicité hématologique : des 
lymphopénies sont fréquemment observées à la suite des séances de chimiothérapie, 
des anémies plus rarement. L’utilisation conjointe d’agents chimiothérapiques et de 
corticoïdes dépriment le système immunitaire et forme un terrain favorable aux 
infections. Malgré cette immunodépression, on observe seulement 2-3% d’infection du 
SNC faisant suite à une rupture de la barrière hémato-méningée lors de craniotomie. 
Pneumocystis jirovecii pneumoniae est un agent pathogène opportuniste qui profite de 
ce contexte pour entrainer des troubles pulmonaires. De plus, l’utilisation du TMZ a 
été associée à une réactivation d’Herpèsvirus ou du Cytomégalovirus (Ridola et al. 
2011).  
Enfin, lors d’atteinte tumorale, la fatigue et les troubles du sommeil sont des 
symptômes que l’on retrouve fréquemment chez les patients : 40 à 70% des patients 
rapportent une fatigue plus importante (Armstrong, Gilbert 2012). Ces symptômes sont 




la masse tumorale, provoque une augmentation de cytokines pro-inflammatoires telles 
que l’interleukine 6 (IL-6). Ces molécules vont en conséquence perturber la 
neurotransmission, la production de mélatonine et vont conduire aux symptômes tels 
que l’insomnie et la fatigue. De même, les effets de la radiothérapie sont similaires : 
une étude de Hickok et al., a montré que la radiothérapie a un impact directement sur 
la fatigue des patients. Sur les 160 patients ne présentant pas de fatigue au début de 
la radiothérapie, 70% l’ont développé au cours des 3 à 5 semaines de cure. (Hickok et 
al. 2005). Cette fatigue chronique a aussi une origine psychologique liée à la détresse 
émotionnelle, à la peur que représente le diagnostic et le traitement du cancer. Nombre 
de patients souffrent par ailleurs de dépression, d’anxiété durant leur maladie : une 
étude de 2002 estime à environ 40%, le nombre de patients atteints de tumeur 
cérébrale, qui sont sujets à des symptômes de dépression (Pelletier et al. 2002). Des 
troubles cognitifs sont aussi présents, en lien avec la masse tumorale et l’œdème péri-
tumoral. Ces troubles peuvent même affecter la capacité de prise de décision médicale 
du patient. Ceci serait lié à des déficits de la mémoire verbale à court terme (Triebel et 
al. 2009). Ces troubles sont très fréquents suite à la radiothérapie : 90% des patients 
déclarent des troubles cognitifs dans les 6 mois qui suivent le traitement aux RI 
(Crossen et al. 1994). 
La prise en charge d’un patient atteint de cancer repose donc sur une médecine 
globale qui soigne le patient dans son ensemble. Certes, le traitement de la tumeur est 
primordial mais il semble tout aussi essentiel de traiter la personne sur le plan 
psychologique, émotionnel et nutritionnel. Il est aussi important de traiter les effets 
secondaires liés aux nombreux traitements. 
 
f) Résistance aux traitements 
 
Les gliomes de haut-grade font partie des cancers avec les plus mauvais taux 
de survie. Ces chiffres s’expliquent d’une part par l’agressivité de ces tumeurs, leur 
nature infiltrante rendant difficile voire impossible une exérèse complète. D’autre part, 
ces tumeurs sont connues pour être plus chimio-radiorésistantes que d’autres. Les 
mécanismes mis en jeu sont nombreux.  
La Barrière Hémato-Méningée (BHM) représente un obstacle au passage des 




qui appartiennent à la famille des molécules MDR (MultiDrug Resistance) telles que la 
P-glycoprotéine (Pgp) ou d’autres molécules comme la MRP1 (Multidrug resistance-
related protein 1). Ces molécules sont des pompes ATP-dépendantes qui éliminent 
dans le milieu extracellulaire les drogues intracellulaires. Ces deux molécules sont 
surexprimées au sein des gliomes, dans des proportions distinctes selon le grade du 
gliome. MRP1 sera préférentiellement exprimée au sein des gliomes de grade IV 
tandis que l’expression de Pgp sera plus importante dans les grades I et II. Ainsi, les 
chercheurs ayant réalisé cette étude, proposent que la surexpression du gène MRP1 
soit un critère de malignité des gliomes. Le choix thérapeutique et les cibles anti-
tumorales seraient donc dépendants du grade du gliome (de Faria et al. 2008).  
Un autre critère de chimiorésistance déjà évoqué dans les paragraphes ci-
dessus correspond à l’expression ou à la méthylation du promoteur du gène MGMT. 
Ce gène répare les lésions de l’ADN des cellules tumorales provoquées par le TMZ 
par la déméthylation en 6O de la guanine. Or, le TMZ est un agent majeur de 
chimiothérapie contre les gliomes. Le statut méthylé ou non du promoteur de ce gène 
est donc primordial pour adapter au mieux l’arsenal thérapeutique.  
L’hypoxie au sein de la tumeur entraîne l’expression des gènes HIF (Hypoxia-
Inducible Factor) qui permettent l’adaptation des cellules à un milieu pauvre en 
oxygène. En condition normale, HIF1α est dégradé par des enzymes PHDs (specific 
prolyl hydroxylase-domain). En condition hypoxique, ces enzymes sont inhibées et la 
molécule HIF1α peut entrer dans le noyau et se fixer sur une séquence ADN appelée 
HRE (Hypoxia Responsive Element) qui va transactiver des gènes favorisant 
l’angiogenèse, l’adaptation au métabolisme anaérobie, ou la résistance à l’apoptose. 
Ce gène joue ainsi de nombreux rôles dans la résistance des cellules à la 
chimiothérapie et à la radiothérapie. De plus, il est surexprimé au sein des Cellules 
Souches Cancéreuses (CSC) présentes dans les niches tumorales. Ces cellules sont 
responsables de la repopulation tumorale après la thérapie. (Zhao et al. 2015; Ishii et 
al. 2016).  Les CSC ont la capacité de s’auto-renouveler, de proliférer et de se 
différentier. Elles sont mises en évidence par des marqueurs spécifiques tels que le 
marqueur CD133, ou Notch. La résistance de ces cellules s’explique d’une part par 
des facteurs intrinsèques tels que l’expression de protéines Pgp, sa capacité à réparer 
les lésions à l’ADN, la quiescence et la résistance à l’apoptose. D’autre part, il semble 




de résistance. Ces CSC sont présentes dans des niches, entourées par une matrice 
extracellulaire spécifique, riche en tenascin C, en SPARC (Secreted Protein Acidic and 
Rich in Cystein), à proximité des cellules endothéliales avec lesquelles elles 
communiquent. La sensibilité à l’apoptose des CSC suite à une dose unique de RI est 
liée à la sensibilité à l’apoptose des cellules endothéliales (Garcia-Barros, Paris 2003). 
La matrice extracellulaire peut contenir des molécules qui vont moduler la réponse aux 
RI tels que le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) ou former une niche favorable au 
développement des cellules qui auront résistées à la radiothérapie (Dean, Fojo, Bates 
2005; Mannino, Chalmers 2011).  
 
 Pronostic  
 
Les principaux facteurs influençant le pronostic sont le type tumoral et son degré 
de malignité. En ce qui concerne le GBM, les trois facteurs retenus pour donner un 
pronostic de survie sont : 
- L’efficacité de la résection tumorale : plus la résection tumorale est large, 
meilleur sera le pronostic, 
 
- L’âge du patient au moment du diagnostic : une étude allemande de 2007 
sur les survies associées au GBM a montré que l’âge au moment du 
diagnostic était un facteur pronostic. Les patients de cette étude avaient une 
moyenne d’âge de 51 ans pour une médiane de survie de 7 ans, alors qu’elle 
était de 4.6 ans pour une cohorte d’une moyenne d’âge de 60.9 ans. Un 
jeune âge au moment du diagnostic apparaît donc comme un facteur 
pronostic positif (Krex et al. 2007), 
 
- L’indice de Karnofsky (KPS) (Karnofsky, 1949) : cet indice de performance 
permet d’évaluer l’état de santé général du patient et sa capacité à effectuer 
les actes du quotidien. Il est utilisé en médecine humaine afin d’estimer la 
capacité du malade à supporter un traitement chimiothérapeutique dans un 
premier temps, puis à supporter l’ensemble des traitements oncolytiques. 
Cet indice repose sur une échelle de 0 à 100, où 100 correspond à un 




correspond au décès du patient (Tableau 3). Les patients avec un indice 
supérieur à 70% en préopératoire ont des pronostics de survie meilleurs que 
ceux avec un indice inférieur (Chambless et al. 2015). Le KPS influence 
aussi le choix de réaliser ou non une chirurgie : la chirurgie peut être remise 
en question si le KPS est aussi inférieur à 70%, du fait de l’impact négatif de 





Tableau 3 : Indice de Karnofsky (d'après social-sante.gouv.fr) 
Indice de Karnofsky 
Catégorie Indice Description 
Capable de mener une activité normale 
100% Normal, pas de signes de maladie 
90% 
Peut mener une activité normale, 
symptômes mineurs de la maladie, 
totalement autonome 
80% 
Peut mener une activité normale, mais 
avec effort, symptômes ou signes 
mineurs, totalement autonome 
Incapable de travailler, capable de vivre 
chez lui et d'assumer ses besoins 
personnels, une assistance variable est 
nécessaire 
70% 
Peut se prendre en charge, incapable de 
mener une activité normale, autonome 
mais à stimuler 
60% 
Nécessite une aide occasionnelle mais 
peut prendre en charge la plupart des 
besoins, semi-autonome 
50% 
Nécessite une aide suivie et des soins 
médicaux fréquents, semi autonome 
40% 
Handicapé, nécessite une aide et des 
soins particuliers 
Incapable de s'occuper de lui-même, 
nécessite des soins hospitaliers ou 
l'équivalent 
30% Sévèrement handicapé, dépendant 
20% 
Très malade, soutien actif, absence 
totale d'autonomie 
10% 
Moribond, processus fatal progressant 
rapidement 
0% Mort du patient 
 
Par ailleurs, le statut de méthylation du promoteur du gène MGMT est un facteur 
pronostique supplémentaire pour les patients souffrant de GBM. MGMT code une 
enzyme impliquée dans la réparation de l’ADN, la méthylation de son promoteur 
entraîne une perte d ’expression de l’enzyme. Une étude datant de 2005 a montré que 
l’extinction de l’expression de ce gène était favorable au traitement du GBM par le 
TMZ. Les patients avec une méthylation du promoteur de MGMT disposaient d’un 
allongement significatif de leur médiane de survie de 7 mois, par rapport au groupe 




Cette première partie a montré que les gliomes diffus chez l’Homme sont les tumeurs 
cérébrales primitives les plus fréquentes et sont associées à un pronostic sombre, 
surtout en ce qui concerne le glioblastome. Malgré une approche thérapeutique 
multimodale reposant sur une chirurgie large, une radiothérapie ainsi qu’une 
chimiothérapie, les progrès en termes de médiane de survie sont limités depuis de 
nombreuses années.  
Il apparaît donc nécessaire de rechercher de nouvelles thérapies innovantes qui 
puissent permettre aux cliniciens d’améliorer la qualité de vie de leurs patients sur le 
long terme. Dans ce contexte, il est essentiel de pouvoir tester ces nouvelles stratégies 
thérapeutiques sur un modèle animal qui reproduise fidèlement les différentes 









B. Le chien comme modèle d’étude en oncologie comparative  
 
Le Chien est le « meilleur ami » de l’Homme : plus de 9,1 millions de canidés 
sont présents au sein de nos foyers en France en 2019 d’après la société I-CAD, en 
charge de l’identification des carnivores domestiques en France. Lors de sa 
domestication, qui aurait eu lieu entre 30 000 et 40 000 ans, le chien aurait aidé 
l’Homme à survivre d’une part en étant d’une aide primordiale lors de la chasse, et 
d’autre part en jouant un rôle de protecteur et de gardien du foyer, qu’on lui connait 
encore aujourd’hui. Depuis leur ancêtre commun, Canis lupus, les chiens ont été 
sélectionnés par l’Homme et se subdivisent en de nombreuses races. Cette sélection 
s’est accélérée au XIXème siècle, où les chiens n’étaient plus sélectionnés uniquement 
pour leur fonction, mais aussi pour leur forme, ce qui a conduit à la sélection intensive 
de certains traits, amenant à la diversité des races canines que nous connaissons 
aujourd’hui. Cette sélection repose sur le croisement de chiens possédant les mêmes 
caractéristiques morphologiques, amenant à la création de chiens dits « de pure 
race ». Ainsi, bien que l’espèce canine présente une variété génétique tout aussi riche 
que l’Homme, la diversité génétique au sein d’une race pure est faible, du fait de la 
sélection de nombreux gènes spécifiques de ces traits morphologiques (vonHoldt et 
al. 2010). Cette hyper-sélection s’est accompagnée de l’apparition de cancers propres 
à certaines races. A titre d’exemple, le Bouvier Bernois développe des sarcomes 
histiocytaires, ou le Golden retriever présente des ostéosarcomes dans des 
fréquences bien plus élevées que d’autres races canines (Dobson 2013). Cette faible 
diversité génétique facilite l’utilisation d’outils d’analyse génétique tels que l’étude 
d’associations pangénomiques (GWAS) qui étudie les variations de SNP (Single 
Nucleotide Polymorphism) entre différents individus. Un SNP correspond à une 
variation d'une seule paire de bases à un endroit spécifique du génome (exon, intron, 
région non-codante), entre individus d'une même espèce. Ils sont à la base des 
différences dans notre susceptibilité à la maladie, ou sont responsables de 
modification structurelle des protéines, pouvant être à l’origine de mécanismes 
d’oncogenèse. De même, la gravité des maladies et la manière dont notre corps 
répond aux traitements sont aussi des manifestations de cette variation génétique.  
 L’homme et le chien ont ainsi coévolué ensemble et le chien partage 




place particulière au sein de la famille. L’augmentation de leur espérance de vie, en 
lien avec une amélioration de la nutrition, une meilleure vaccination et de meilleurs 
soins vétérinaires, s’associe à une élévation du nombre de pathologies liées à l’âge 
telles que les cancers. En effet, aux États-Unis, plus de 1 million de cancers sont 
diagnostiqués chez les chiens chaque année (Paoloni et al, 2008).  
C’est dans ce contexte que s’est développée ces dernières années l’oncologie 
comparative, un domaine de la recherche qui rassemble vétérinaires, médecins et 
scientifiques afin d’évaluer la convergence nosologique entre cancers canins et 
humains. La similarité pathologique entre les deux espèces permettrait d’utiliser le 
chien malade comme modèle pertinent pour améliorer notre compréhension, approche 
diagnostique et thérapeutique des cancers chez l’Homme et chez le Chien (Schiffman, 
Breen 2015). Le chien malade pourrait aussi être utilisé pour tester l’efficacité de 
nouvelles stratégies thérapeutiques, ce qui permettrait de récolter des arguments 
précliniques pertinents complémentaires à ceux déjà obtenus sur modèle murin. 
L’absence de traitement standard reconnu pour les gliomes chez le Chien permet aux 
vétérinaires de proposer en première intention des stratégies thérapeutiques 
innovantes sans se heurter à un problème éthique. 
La section qui suit est consacrée à la démonstration de l’intérêt du modèle canin 





 Intérêts du modèle canin  
 
a) Arguments en faveur d’une convergence nosologique entre gliomes canins et 
humains 
 
(1) Arguments épidémiologiques 
 
L’incidence des tumeurs cérébrales canines est de 20 cas/10 0000 chiens/an 
(Snyder et al. 2006), ces tumeurs sont responsables de 1 à 3 % des décès chez le 
Chien (Dobson et al. 2002). L’incidence est équivalente à celle observée chez 
l’Homme qui est de 20,59 cas/100 000 par an (Dolecek et al. 2012). Une étude récente 
montre que les tumeurs intracrâniennes primitives chez le Chien représentent à elles-
seules 2 à 5% de l’ensemble des cancers. Cependant, les données sont probablement 
sous-estimées du fait du manque de moyens diagnostiques en médecine vétérinaire 
ou du choix des propriétaires à réaliser une euthanasie suite à l’apparition des troubles 
neurologiques. En effet, en comparaison avec la médecine humaine en France, le droit 
à l’euthanasie est accepté chez les animaux domestiques et le manque de ressources 
financières du propriétaire en rapport avec un pronostic toujours réservé et des 
thérapeutiques peu développées représente un frein à la poursuite des soins (LeBlanc 
et al. 2016). La proportion de gliomes par rapport aux tumeurs cérébrales primitives 
est également similaire chez le Chien (36,6%) et l’Homme (24%), avec toutefois une 
différence quant au type de gliomes le plus fréquemment rencontré (oligodendrogliome 
anaplasique chez le Chien, GBM chez l’Homme) (R.B. Song et al. 2013; Dolecek et al. 
2012). 
Comme chez l’Homme, l’âge représente un facteur de risque, avec une 
moyenne d’âge au moment du diagnostic de l’ordre de 7-8 ans. Pour l’instant, aucune 
prédisposition sexuelle n’a été mise en évidence chez le Chien. Le facteur 
prédisposant le plus notable demeure la race : les chiens brachycéphales, avec un 
museau court, sont les plus fréquemment touchés. Parmi eux, les Boston Terriers, 
Boxers, Bouledogues anglais et français sont les plus sensibles (R.B. Song et al. 
2013). Il semblerait donc que des gènes de prédisposition au développement de 
gliomes existent et qu’ils aient été conservés via la sélection et l’élevage de certaines 




hémisphères cérébraux, préférentiellement dans les mêmes lobes que chez l’Homme 
soit le lobe frontal, le lobe temporal et le lobe pariétal (Kishimoto et al. 2020).  
Les signes cliniques associés aux gliomes chez le Chien sont identiques à ceux 
identifiés chez l’Homme : le signe le plus fréquemment rencontré est l’apparition de 
crises convulsives chez près de 50% des chiens. Ces crises sont la conséquence 
directe de l’effet masse exercé par la tumeur sur le tissu cérébral, ou elles sont 
secondaires à l’œdème péri-tumoral ou à la neuro-inflammation induite par le gliome. 
Ces crises, après exclusion des causes extra-crânienne, seront explorées via des 
techniques d’imagerie telles que la tomodensitométrie ou l’IRM. Les chiens présentent 
aussi d’autre signes cliniques non spécifiques tels que léthargie, inappétence ou perte 
de poids (Miller, Miller, Rossmeisl 2019). 
 
(2) Arguments génétiques 
 
La faible variation génétique au sein d’une race canine facilite l’identification de 
gènes impliqués dans l’oncogenèse, gènes dont la modification d’expression peut 
ensuite être recherchée chez l’Homme. 
La prédisposition des races brachycéphales au développement de gliomes 
rappelle les syndromes humains de prédisposition au cancer, pour lesquels des 
mutations génétiques héréditaires conduisent à l’apparition de tumeurs (mutation de 
TSC1 et TSC2 pour la sclérose tubéreuse, NF1 pour la neurofibromatose de type 1 et 
2, VHL pour la maladie de Von Hippel Lindau, TP53 pour le syndrome de Li-Fraumeni) 
(Wrensch et al. 1997) (Farrell et al., 2015). Jusqu’à présent, aucune étude n’a mis en 
évidence de mutation germinale de ces gènes chez les chiens atteints de gliomes.  
Des facteurs de susceptibilité associés au développement de gliomes chez le 
chien ont été récemment mis en évidence par la réalisation d’une analyse d’association 
pangénomique (Truvé et al. 2016). Cette approche a permis d’identifier trois gènes 
candidats. La comparaison du tissu tumoral avec le tissu sain a montré que 
l’expression de deux de ces gènes candidats (CAMKK2, P2RX7) était modifiée au sein 
de la tumeur, à la fois chez le Chien et l’Homme. Des études plus approfondies sont 
nécessaires afin d’évaluer exactement le rôle de ces gènes dans le développement 





(3) Arguments étiopathogéniques 
 
Dans la mesure où les gliomes du Chien se développent de manière spontanée, 
il peut être supposé que les mécanismes oncogéniques soient similaires chez le Chien 
et chez l’Homme.  
La recherche d’altérations génétiques héréditaires et de gènes de susceptibilité 
impliqués dans le développement tumoral est toujours une voie active de recherche, 
comme cela vient d’être évoqué.  
Plusieurs études sur l’oncogenèse des gliomes ont montré que tous les grades 
de gliomes humains comportaient des cellules souches cancéreuses (CSC), une sous-
population cellulaire supposée initier et maintenir le développement tumoral par sa 
capacité à s’auto-renouveler (Reya et al. 2001; Wilson et al. 2004; Rebetz et al. 2008). 
Selon l’hypothèse des CSC, les gliomes sont organisés de manière hiérarchique avec, 
en haut de la pyramide, des CSC autonomes se différenciant en cellules progénitrices, 
précurseurs et différenciées des lignées astrocytaire et oligodendrogliale. Il est 
également supposé que les CSC soient à l’origine des échecs thérapeutiques car elles 
sont plus chimio- et radiorésistantes que les cellules différenciées et peuvent reformer 
localement la tumeur après traitement (Eyler, Rich 2008; Bao et al. 2006). Deux études 
ont pour l’instant démontré la présence de CSC dans les gliomes canins : l’étude de 
Stoica et al. pour laquelle les CSC isolées à partir d’un GBM canin ont reproduit la 
tumeur chez des souris Nude une fois implantées dans l’encéphale (Stoica et al. 
2009a). ; et l’étude de Fernandez et al. pour laquelle la présence de CSC a été mise 
en évidence par immunohistochimie dans un panel de 20 cas de gliomes diffus canins 
allant du grade II au grade IV (Figure 13) (Fernández et al. 2016). Dans cette dernière 
étude, l’utilisation de marqueurs de différentiation des lignées astrocytaire, 
oligodendrogliale et neuronale avaient montré que les cellules Nestine+ et CD133+ 
(marqueurs de cellules souches) étaient présentes dans tous les grades de gliomes, 
avec un enrichissement plus important pour les haut-grades comme cela est le cas 








Certains évènements génétiques ont lieu de manière chronologique dans le 
développement tumoral, et sont d’ailleurs utilisés dans la nouvelle classification OMS 
2016 pour aider dans le diagnostic des gliomes diffus chez l’Homme. Il s’agit de la 
mutation d’IDH1 (événement précoce considéré comme une mutation « driver »), de 
la codélétion 1p19q pour les oligodendrogliomes et de la mutation d’ATRx pour les 
astrocytomes. La mutation d’IDH1 et la codélétion 1p19q ont été recherchées dans les 
gliomes canins mais n’ont pas été retrouvées (Reitman et al. 2010; Thomas et al. 
2009). La mutation IDH1R32H a été recherchée sur 31 gliomes de chien par IHC et 
aucune mutation n’a été détectée, tandis que l’expression de pan-IDH1 était positive 
dans 100% des échantillons. Il se peut que la mutation d’IDH1 concerne une autre 
région que celle affectée chez l’Homme (et donc testée chez le Chien) ; d’autre part, il 
est également possible que des modifications portant sur un autre gène aient les 
mêmes conséquences que celles dues à la mutation d’IDH1 (i.e. hyperméthylation 
d’un certain nombre de promoteurs). Ces différentes pistes sont en cours 
d’investigation. La présence d’une mutation du gène ATRx n’a quant à elle toujours 
pas été évaluée chez le Chien.  
  
Figure 13 : Exemple de résultats immunohistochimiques obtenus pour un 
GBM canin (A : Marquage nestin, B : Marquage CD133, C : Marquage 




(4) Arguments morphologiques  
 
En ce qui concerne les caractéristiques anatomiques macroscopiques et 
microscopiques des gliomes, les similitudes sont nombreuses entre Homme et Chien. 
Les quelques données publiées sur l’aspect IRM des gliomes canins tendent à 
montrer un aspect similaire à celui rencontré chez l’Homme : il s’agit de masses 
hyperintenses en T2 et iso- à hypo-intense en T1, sans prise de contraste pour les 
bas-grades et une prise de contraste variable pour les haut-grades (Wrensch et al. 
1997; Lipsitz et al. 2003). La Figure 14 met en parallèle deux coupes coronales 
pondérées en T1 après injection de gadolinium chez un patient humain atteint de GBM 
et un patient canin atteint de GBM. Dans les deux cas, la tumeur apparaît comme une 
volumineuse masse comprimant le ventricule latéral, avec une prise de contraste 
périphérique et un centre nécrotique.  
 
Figure 14 : Coupes coronales issues d’une séquence pondérée en T1 après injection de gadolinium chez un patient 
humain (A) et un patient canin (B) atteints de GBM temporal gauche.  
On note la même organisation avec un centre nécrotique, entouré d’une zone hyperintense. 
Images issues de : http://neurowiki2014.wikidot.com/group:neurooncology (image A) et 
http://www.vetmed.vt.edu/clinical-trials/canine-glioma/brain-tumors-in-dogs.asp (image B) 
 
D’un point de vue histologique, les gliomes diffus canins présentent des 
caractéristiques morphologiques cellulaires, une infiltration péri-tumorale, des critères 
d’anaplasie (atypies cytonucléaires, index mitotique élevé, hyperplasie 
microvasculaire) et des critères pathognomoniques du GBM (capillaires 
« gloméruloïdes », foyers de nécrose entourés de pseudo-palissades) identiques à 
ceux des gliomes diffus humains. 
Un consortium multidisciplinaire sur les tumeurs cérébrales comparatives 




à jour de la classification des gliomes chez le Chien en 2018. Cette classification 
simplifiée, donnée sur la Figure 15, et essentiellement basée sur l’analyse histologique 
des tumeurs, permet l’ajout des futures données moléculaires sur le gliome chez le 
Chien. L’immunohistochimie (IHC) est un outil complémentaire à cette classification et 
reste un élément important dans le diagnostic des gliomes chez les chiens (Koehler et 
al. 2018).  
Les principaux marqueurs utilisés pour caractériser les lignées tumorales de 
gliomes canins sont les suivantes :  
- CD133 est un marqueur spécifique des cellules souches, 
- DCx (Doublecortine) est un marqueur des cellules progénitrices neuronales, 
- Olig2 est un marqueur antigénique des cellules progénitrices gliales, 
- GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) et Vimentine sont spécifiquement 
présents à la surface des astrocytes matures, 
- βIII-tubuline et NeuN (Neuronal Nuclei)  sont des marqueurs de neurones 
matures, 
- Ki67 est un marqueur de prolifération cellulaire. 
Figure 15 : Arbre de décision pour la classification des gliomes 
canins. (A = morphologie astrocytaire ; O = morphologie 
oligodendrogliale ; U =morphologie non définie : N = sans 




La classification OMS des tumeurs du SNC du Chien n’ayant pas été remise à 
jour depuis 1999 (Koestner et al., 1999), les récentes publications vétérinaires sur les 
gliomes diffus ont utilisé la classification humaine pour leurs études (Higgins et al. 
2010; York et al. 2012; Bentley et al. 2013; Fernández et al. 2016) montrant par là 
même que la similitude morphologique de ces tumeurs entre les deux espèces est telle 
qu’elle permet l’utilisation d’un unique schéma de classification.  
Par ailleurs, des modifications de l’expression du gène EGFR (amplification 
d’EGFR et du chromosome orthologue de 7p) et des gènes codant d’autres récepteurs 
tyrosine kinase (surexpression de PDGFR  et VEGFR), ainsi que des altérations des 
voies de signalisation cellulaire p53/MDM2/p21, PI3K/Akt/mTOR et Rb1/p26 ont été 
observées dans les gliomes canins de manière similaire à ce qui est décrit chez 
l’Homme (Higgins et al. 2010; York et al. 2012; Stoica et al. 2004; Boudreau et al. 
2015; Dickinson et al. 2008). Une analyse moléculaire récente entre les gliomes chez 
le Chien, l’adulte et l’enfant montre des altérations communes entre ces trois 
populations sur les récepteurs tyrosine kinase, la protéine PT53 ou dans les voies de 
régulation du cycle cellulaire. De manière intéressante, les profils de méthylation de 
l’ADN et la fréquence d’aneuploïdie rencontrés chez le Chien sont fortement similaires 
à ceux observés dans les gliomes pédiatriques chez l’Homme (Amin et al. 2020). 
 L’expression d’EGFR chez le Chien est significativement plus élevée dans les gliomes 
de haut-grade que dans les gliomes de bas-grade (Fraser et al. 2016). De même, 
l’étude de l’expression de miARN en condition hypoxique dans trois lignées cellulaires 
de GBM canins montre des analogies entre l’Homme et le Chien. miR-210 est 
surexprimé lors d’hypoxie dans les GBM chez l’Homme et son expression est 
fortement corrélée avec l’expression du VEGF. Sa surexpression dans les GBM chez 
l’Homme est associée à une diminution de l’apoptose et à une augmentation de la 





b) Avantages du modèle canin par rapport au modèle murin 
 
Les modèles murins de gliomes diffus correspondent à des xénogreffes 
orthotopiques de lignées cellulaires tumorales humaines. De nombreux inconvénients 
sont associés à ce modèle tels que l’immunodépression des animaux utilisés et 
l’absence de diversité génétique des tumeurs induites. Ces souris sont maintenues 
dans un environnement sans aucun pathogène, avec une alimentation identique, sans 
variation de leurs facteurs environnementaux. Le chien co-évolue avec l’Homme : cette 
proximité entre l’Homme et le Chien amène à partager un microbiote commun, qui peut 
influencer la réponse immunitaire et inflammatoire (Se Jin Song et al. 2013). De plus, 
le Chien est exposé aux mêmes facteurs environnementaux que l’Homme. Ainsi, 
l’utilisation du modèle canin permet de pallier ces problèmes et ainsi d’obtenir des 
données pertinentes sur animaux immunocompétents présentant des tumeurs 
génétiquement variées. Le Chien apparaît ainsi comme modèle intéressant dans les 
études sur l’immunothérapie, car l’interaction des cellules immunitaires avec les 
cellules tumorales et le micro-environnement est primordiale. Le Chien serait 
complémentaire aux études faites sur le modèle murin et aux essais cliniques chez 
l’Homme (Park et al. 2016). 
En outre, la taille de l’encéphale des souris nécessite un matériel d’imagerie et 
de RT spécifiquement adaptés, ce qui rend difficile la transposition des résultats 
obtenus sur ce modèle directement à l’Homme. La grande taille de l’encéphale du 
Chien permet au contraire de pouvoir utiliser exactement le même matériel d’imagerie 
(scanner IRM) et de RT qu’en médecine humaine (Bentley et al. 2016) et de pouvoir 
utiliser le chien malade comme substitut de la pathologie humaine dans les mêmes 
conditions de traitement et de suivi radiologique. Dans le cadre spécifique de la radio-
oncologie comparative, le modèle canin semble particulièrement adapté car il présente 
une réponse clinique à la RT similaire à celle des patients (apparition de rechutes 
tumorales locales), des modalités de traitement proches (dose variant de 35 à 54.5 Gy 
délivrée en fractions de 2 Gy) et des facteurs de radiorésistance extrinsèque identiques 
(hypoxie tissulaire associée au grand volume tumoral) (Spugnini et al. 2000). 
Même si le Chien apparaît comme un modèle d’étude pertinent des gliomes, 
son utilisation en préclinique pour évaluer l’efficacité d’une nouvelle stratégie 




preuves de concept indispensables que sont (i) l’efficacité de cette nouvelle stratégie 
thérapeutique sur les cellules gliomateuses canines et (ii) l’homologie de réponse au 
traitement entre cellules gliomateuses humaines et canines. La validation de ces 
preuves de concept doit se faire in vitro sur un spectre de lignées cellulaires de gliomes 
canins suffisamment large pour assurer une représentativité adéquate de 
l’hétérogénéité génétique de ces tumeurs. Ces dernières permettront non seulement 
d’évaluer la réponse des tumeurs à la nouvelle stratégie testée, mais également de 
différencier les lignées sensibles, des résistantes et d’identifier les facteurs 
moléculaires à l’origine de ce différentiel de réponse.  
 
 Les lignées cellulaires de gliomes canins comme modèle 
d’étude in vitro 
 
Jusqu’à présent, quatre lignées cellulaires établies à partir de gliomes canins ont fait 
l’objet de plusieurs publications : les J3T, J3TBg, SDT3 et G06A (Tableau 4). Les 
cellules J3T ont été utilisées pour établir des modèles animaux de gliomes canins 
(Berens et al. 1999; Rainov et al. 2000a; Inoue et al. 2012), et toutes ces lignées 
cellulaires se sont montrées utiles dans la compréhension des mécanismes 
oncogéniques des gliomes de haut-grade canins (Dickinson et al. 2016; York et al. 
2012; Boudreau et al. 2015; Chen et al. 2012), dans l’évaluation de leur sensibilité à 
différents chimiothérapeutiques (Lai et al. 2017),  thérapies ciblées (Debinski et al. 
2013; Schlein et al. 2019; Feldhaeusser et al. 2015; York et al. 2018) et vecteurs viraux 
(Rainov et al. 2000b), ainsi que dans l’évaluation de leur profil miRNA en réponse à 
l’hypoxie (Koehler et al. 2020). Récemment, une nouvelle lignée de gliome canin 
appelée Raffray, dérivée d’une tumeur initialement classée comme oligodendrogliome 
anaplasique chez un Boxer de 7 ans, a été développée dans un laboratoire Français 
(Dupont-Monod 2014). 
Ces lignées cellulaires sont utilisées au sein des laboratoires qui les ont isolées 
et ne sont pas disponibles dans une banque de cellules. Seules les J3T ont fait l’objet 
d’une caractérisation phénotypique et génotypique publiée. Le Tableau 4 récapitule 
l’origine de ces lignées et les différentes analyses qui ont été réalisées dessus, en se 




Tableau 4 : Lignées cellulaires de gliome canin : synthèse bibliographique concernant leur origine, caractéristiques générales et moléculaires.  
  J3T J3T-Bg SDT-3 G06A RAFFRAY 
Tumeur 
d’origine      
 
  
Astrocytome anaplasique d’un 
Boston Terrier mâle de 10 ans 
(Berens et al., 1993) 
Lignée dérivée à partir 
des J3T après un 
passage sous-cutané sur 
souris Beige Nude XID 
(York et al. 2012) 
GBM d’un Bouledogue 
anglais mâle de 12 ans 
(York et al. 2012) 
GBM d’un berger 
australien, femelle 
stérilisée, de 2 ans 
(York et al. 2012) 
Oligodendrogliome 
anaplasique d’un boxer 
de 7 ans 
(Dupont-Monod, 2014) 
Caractérisation       









Nombre modal de 
chromosomes = 84 
 
7 chromosomes métacentriques 
et submétacentriques + 1 petit 
chromosome acrocentrique non 
apparié 
- - - - 
(II) Méthodes pour 
mettre en évidence 
l’espèce d’origine 






Seulement caryotype réalisé, en 
faveur de l’espèce canine - - - - 
(III) Méthodes pour 




Morphologie Astrocytaire - - - - 
Temps de 
doublement 
- 49 heures 
(Berens et al., 1993) 
- 28 heures 
(Rainov et al. 2000a) 












- 90 % des cellules sont 
fortement GFAP + 
- Quelques cellules sont 
très positives à EGFR, 
avec un pattern diffus 
- - - 
- Vimentine +++ 
- GFAP + et inconstant 
- Olig2 négatif 
- S100 négatif 
  J3T J3T-Bg SDT-3 G06A RAFFRAY 











chez la souris 
Même profil histologique mais 
devient faiblement GFAP + 
après transplantation 
- - - - 
(V) Méthodes pour 
déterminer le profil 









(Rainov et al. 2000a) 
Pt(iv)-prodrogue de 
cisplatine, cisplatine et 
carboplatine 
(Feldhaeusser, et al., 
2015) 
 
CCNU, CPT-11 et TMZ 
(LeBlanc et al. 2016) 
CCNU, CPT-11 
(Boudreau et al. 2015) 
CCNU, CPT-11 
 
IL-13 canin couplé à 
une cytotoxine 
















moléculaire    
Perte gènes : CDKN2A, 
CDKN2B, NF1 
Gain gènes : EGFR, 
EREG, EPGN,PIK3CA, 
AKT1, FZD6, GLI4, 
EPHA5  
(Dickinson et al.2016) 
Perte gènes : CDKN2A, 
CDKN2B, EREG, EPGN, 
FAS, EPHA5 
(Dickinson et al.2016) 
 






La revue bibliographique sur les lignées cellulaires de gliome canin révèle que 
peu de données relatives à la caractérisation sont disponibles. Il sera donc nécessaire 
de pallier ce manque avant toute étude sur ces lignées cellulaires.  
D’autre part, la réponse radio-induite de ces lignées n’a jamais été évaluée. 
Pourtant, dans la mesure où la RT est une modalité thérapeutique incontournable dans 
le traitement des gliomes et que les nouveaux traitements testés sont généralement 
associés à la RT, il semble indispensable d’évaluer l’homologie de réponse radio-
induite entre gliomes canins et humains avant d’utiliser le chien comme modèle 
d’étude pour l’Homme.  
Afin de compléter l’arsenal d’outils diagnostiques et thérapeutiques à disposition 
des médecins, les nanoparticules, et en particulier les nanotubes de carbone (NTC), 
font l’objet d’une attention particulière dans de nombreuses équipes de recherche. En 
effet, ces NTC présentent des propriétés physiques particulières qui pourraient être 
utilisées dans de nombreuses applications biomédicales telles qu’en imagerie en tant 
que biomarqueurs, ou en thérapeutiques pour cibler les cellules tumorales.  
Ainsi, dans la partie qui suit, nous allons étudier la structure et les différentes 




C. Les nanotubes de carbone 
 
Les nanotubes de carbone sont des éléments de taille nanométrique, découverts 
il y a bientôt 30 ans par Iijima, en 1991, lors de la synthèse de fullerènes par arc 
électrique (Iijima 1991). Ce sont des structures tubulaires constituées d’une ou 
plusieurs couches de graphène, enroulées sous forme de cylindre, ce qui peut 
impacter leurs propriétés. En effet, il existe les NTC simples (SWNT) avec un seul 
feuillet de carbone, et les NTC multiples (MWNT) qui sont constitués de plusieurs 
feuillets de carbone, disposés de manière concentriques. Ces différents NTC vont 
avoir des propriétés intrinsèques, utiles dans certaines applications médicales ou 
industrielles. Cependant, les NTC peuvent être fonctionnalisés, c’est-à-dire que l’on 
peut « greffer » à leur surface un très grand nombre de molécules (ADN, molécule 
chimiothérapique, agent de solubilisation, fluorophore) permettant d’améliorer leurs 
propriétés, telles que leur dispersibilité, leur ciblage cellulaire ou leur capacité à être 
détectées en imagerie médicale.  
Ainsi, au cours de cette partie, nous présenterons les différentes structures des 
NTC, puis nous aborderons les différentes techniques de synthèse, de 
fonctionnalisation des NTC et leurs différentes applications biomédicales. Nous 
étudierons également les outils permettant de les caractériser, et de les détecter in 
vivo et enfin, nous considèrerons l’intérêt des NTC dans l’approche diagnostique et 
thérapeutique des gliomes.  
 
 Structure des nanotubes de carbone 
 
a) Une nouvelle forme allotropique du carbone 
 
Le carbone est un élément ubiquitaire, présent dans des composés 
inorganiques tels que le dioxyde de carbone (CO2) ou le méthane (CH4), mais aussi 
dans une grande variété de composés organiques (protéines, lipides, glucides). De 
plus, certains éléments sont exclusivement constitués de carbone : on parle des 
formes allotropiques de carbone, représentées sur la Figure 16. 
Parmi les plus connues, on reconnaît le diamant, matériau naturel le plus dur 
connu à ce jour, et le graphite dont la dureté est à l’opposé de celle du diamant. La 
différence entre ces deux structures cristallines du carbone repose sur l’hybridation du 
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carbone. Dans le diamant, les atomes de carbone sont hybridés de type sp3 et forment 
des liaisons covalentes simples entre eux et se disposent de façon tétragonale. 
L’organisation du graphite est différente et se compose de feuillets de graphène, eux-
mêmes constitués d’un réseau hexagonal de carbone hybridé sp2, qui forment des 
liaisons covalentes entre eux. Ainsi, ces feuillets adoptent une structure en nid d’abeille 
plane, dont la cohésion est assurée par des liaisons faibles de type π-π. Cette liaison 
repose sur l’interaction des noyaux aromatiques des différents feuillets de graphène 
et définit une distance entre les feuillets de 3,4 Å.  
 
A l’état naturel, il existe deux autres formes allotropiques du carbone : le 
carbone amorphe, où les atomes de carbone sont désorganisés, et la lonsdaléite, qui 
a une structure cristalline proche du diamant (Falcao, Wudl 2007). 
 
 
De nouvelles formes allotropiques du carbone ont été créées artificiellement à 
partir des années 1980. Les fullerènes C60 ont été synthétisés en 1985 par ablation 
laser du graphite et prennent la forme d’une sphère composée de 60 atomes de 
carbone, à l’image d’un ballon de football comme le décrit Kroto et son équipe (Kroto 
et al. 1985). Les nanotubes de carbone, découverts par Iijima en 1991, se formaient 
sur l’anode utilisée pour l’arc électrique lors de la synthèse des fullerènes. L’analyse 
au microscope électronique à transmission de ces éléments a montré une structure 
tubulaire, formé par l’enroulement d’un nombre variable de feuillets de graphène. Ce 
Figure 16 : Représentation moléculaire des différentes allotropiques du carbone (d’après Negri et al. 2020) 
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sont donc des cylindres creux fermés à leur extrémité par un demi-fullerène, avec des 
défauts pentagonaux qui permettent de former les pointes. Bien que la structure des 
NTC soit un réseau hexagonal de carbone sp2 issu du graphène, on peut trouver des 
défauts tels que des carbones hybridés sp3, ou des paires heptagone-pentagone au 
sein du réseau hexagonal. Ces points de faiblesse, formés lors de la synthèse du NTC, 
sont responsables de courbures des NTC et peuvent être des sites de 
fonctionnalisation afin d’ajouter de nouveaux groupes fonctionnels sur les parois 
(Hirsch 2002). 
 
b) Classification des nanotubes de carbone 
 
Les NTC sont des structures tubulaires creuses formées d’une ou plusieurs 
couches de graphène, enroulée(s) en cylindre. Ainsi, nous pouvons classer ces 
nanotubes selon le nombre de feuillets de graphène qui les composent ; ces différents 
NTC sont représentés dans la figure 18. Les nanotubes de carbone monoparoi ou 
Single-Walled carbon NanoTubes (SWNT) sont formés d’une seule feuille de 
graphène, dont le diamètre varie entre 0,4 et 4 nm. Ils ont été synthétisés pour la 
première fois en 1993 par deux équipes indépendantes dont les travaux ont été publiés 
dans la même revue (Iijima, Ichihashi 1993; Bethune et al. 1993).  
Les nanotubes de carbones multiparois ou 
Multi-Walled carbon NanoTubes (MWNT) sont 
constitués de plusieurs couches de graphène, 
formant des couches concentriques dont le 
nombre varie entre 2 et 50, comme on peut 
l’observer sur la Figure 17 ci-contre. Ainsi, les 
diamètres de ces MWNT varie entre 2 et plus de 
100 nm et la distance entre chaque couche, de 3,4 
Å, suit la même règle d’interaction faible π-π que 
celle entre les feuillets de graphène dans le 
graphite. Enfin, les nanotubes de carbone bi-
parois ou Double-Walled carbon NanoTubes 
(DWNT) sont des structures intermédiaires entre 
les SWNT et les MWNT, avec des propriétés 
communes à ces deux formes de NTC.  
Figure 17 : Image au microscope électronique 
à transmission d'un MWNT en vue 
longitudinale, montrant l'embriquement des 
feuillets de graphène 
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 Les SWNT et les DWNT ont tendance à se rassembler pour former des cordes, 
dont la longueur peut être de l’ordre de plusieurs centaines de micromètres, tandis que 
les MWNT ont tendance à s’agglomérer en des amas non-ordonnés (Eatemadi et al. 
2014). 
 
 Par ailleurs, une deuxième classification des NTC repose sur l’enroulement du 
feuillet de graphène qui peut avoir un impact sur leurs propriétés. En effet, cet 
enroulement se fait selon un vecteur, appelé vecteur d’hélicité et selon un certain 
angle, variant entre 0 et 30°. On peut ainsi définir trois catégories de NTC, représentés 
sur la figure 18 ci-dessus :  
• NTC de type armchair 
• NTC de type zigzag 
• NTC de type chiral 
Ces types de NTC n’auront pas les mêmes propriétés physiques ni 
électroniques. Par exemple, les NTC de type armchair auront toujours des propriétés 
métalliques, tandis que les autres formes seront soit métalliques, soit semi-
conducteurs.  
  
Figure 18 : Classification des nanotubes de carbone (a) selon le nombre de parois où on peut 
distinguer les SWNT des DWNT/MWNT (b) selon le type d’enroulement des feuillets de 
graphène airmchair, zig-zag ou chiral (d’après Negri et al. 2020) 
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 Synthèse des nanotubes de carbone et purification 
 
Plusieurs techniques de synthèse de NTC ont été développées. Bien que 
différents, tous ces procédés nécessitent les mêmes éléments :  
- Une source de carbone, gazeuse ou solide, 
- De l’énergie, sous forme de chaleur ou de pression, 
- Un catalyseur 
Nous l’avons vu précédemment, la synthèse de fullerènes par arc électrique est la 
technique qui a permis de découvrir les NTC au début des années 1990. Cette 
technique a ensuite été utilisée pour former des NTC ; elle repose sur la création d’un 
arc électrique entre deux électrodes de graphite, sous une atmosphère réduite en gaz 
inerte. Elle se fait à des températures élevées, pour former un plasma dans la chambre 
de réaction, où le carbone de l’anode va être vaporisé, avant de former des NTC sur 
la cathode, ainsi que des produits secondaires. Cette technique va permettre la 
synthèse de MWNT mais également de SWNT si l’on ajoute des catalyseurs 
métalliques (Cobalt, Nickel,…) avec le graphite au niveau de l’anode (Popov 2004; 
Journet et al. 1997). Cette synthèse par arc électrique a l’inconvénient de produire de 
nombreux autres produits que les NTC qui nécessiteront des étapes de purification 
supplémentaires. 
Une deuxième technique synthèse de NTC peut se faire par ablation laser et 
repose elle aussi sur des températures élevées. Cette méthode consiste à exposer 
une pastille de graphite contenant des catalyseurs à un faisceau laser de haute énergie 
dans un four maintenu à 1200°C, sous atmosphère inerte. Ce faisceau va vaporiser le 
graphite et amener à la formation de NTC, et d’autres produits carbonés, entrainés par 
un flux gazeux dans un collecteur où ils sont filtrés et refroidis (Guo et al. 1995). De 
nombreux paramètres peuvent influencer la structure des NTC tels que la composition 
et la pureté de la pastille du graphite, la température du four ou les propriétés du laser. 
L’ajout des catalyseurs dans la pastille de graphite est essentiel à l’obtention de 
SWNT. Cette technique de synthèse permet de fournir des NTC avec une pureté 
élevée, mais elle n’est pas avantageuse d’un point de vue économique et la quantité 
de NTC synthétisé est faible. 
A ce jour, la technique standard pour former des NTC (SWNT, DWNT et MWNT) 
en grandes quantités est la synthèse par Dépôt Chimique Catalytique en phase 
Vapeur (CCVD). Cette méthode repose sur la décomposition chimique d’un composé 
carboné (hydrocarbures, CO) sur des nanoparticules, à des températures comprises 
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entre 600 et 1200°C. En utilisant cette approche, il est possible de contrôler avec 
précision la longueur, le diamètre ainsi que l’alignement des NTC (Rodriguez 1993). 
Le procédé de synthèse consiste à faire circuler un flux de gaz carboné (méthane CH4, 
acétylène C2H2 ou propylène C3H6) avec un mélange de dihydrogène H2 dans une 
proportion donnée, sur des nanoparticules catalytiques, au sein d’un four. A partir 
d’une certaine température (variable selon le type de gaz, sa concentration ainsi que 
le catalyseur utilisé) la décomposition catalytique a lieu au contact des nanoparticules 
métalliques. C’est en leur surface que le carbone va diffuser jusqu’à dépasser sa 
solubilité limite puis précipiter en formant un chapeau de graphène. Celui-ci va venir 
coiffer le NTC lorsque celui-ci va se mettre à croître. Si plusieurs chapeaux se forment 
à la surface de la nanoparticule, plusieurs feuillets vont se former, amenant à la 
formation d’un MWNT. Ainsi, la taille de la nanoparticule influe sur le diamètre du NTC. 
De plus, les particules de catalyseur peuvent se retrouver sur l’extrémité des NTC une 
fois la synthèse terminée (Bhushan 2004). Généralement, ces catalyseurs sont des 
nanoparticules métalliques utilisées seules (le nickel, le cobalt ou le fer) ou en 
combinaison (cobalt/molybdène) (Cassell et al. 1999). Ces nanoparticules peuvent 
être générées et stabilisées au sein d’une poudre composite inerte faite de MgO ou d’ 
Al2O3 permettant ainsi de limiter la coalescence des nanoparticules métalliques 
(Flahaut et al. 1999). 
 
 Fonctionnalisation des nanotubes de carbone 
 
Suite à la synthèse des NTC, des nanoparticules métalliques peuvent être 
retrouvées dans l’échantillon. Celles-ci doivent être retirées car elles peuvent interagir 
avec les cellules lors d’utilisations biologiques des NTC. De plus, les NTC bruts ont 
tendance à s’agglomérer entre eux, du fait d’une énergie de surface élevée, et des 
interactions de type van der Waals entre les nanotubes. Ainsi, les NTC bruts sont peu 
dispersibles dans un milieu aqueux, ce qui limite leur application biomédicale. Il est 
donc indispensable de modifier leurs propriétés par une étape dite de 
fonctionnalisation des NTC. Elle permettra par exemple d’augmenter leur diffusion, 
leur dispersibilité ou encore de réduire leur toxicité… 
 Il existe deux manières de catégoriser les fonctionnalisations de NTC. La 
première repose sur la localisation de cette fonctionnalisation. La fonctionnalisation 
endohédrique correspond aux modifications apportées sur la face interne du NTC. Il 
n’y a pas de liaisons entre le NTC et les groupes fonctionnels lors de fonctionnalisation 
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endohédrique, cela correspond à un remplissage du tube. Ce remplissage a été fait 
pour la première fois avec de l’eau par capillarité hydrique, mais il peut aussi être 
rempli par des molécules hydrophobes (Ajayan, lijima 1993; Campo et al. 2016). Cette 
approche endohédrique reste cependant limitée du fait du faible volume dans le NTC, 
qui ne peut être rempli que par des composés de petites tailles. Par opposition, la 
fonctionnalisation exohédrique fait référence aux ajouts de fonctions sur la surface 
externe des NTC.  
Ces fonctionnalisations peuvent être de nature covalente ou non-covalente. 
L’ajout de fonctions covalentes va modifier la surface du NTC de façon durable, et 
donc modifier ses propriétés intrinsèques, tandis que les liaisons non-covalentes 
préservent le squelette du NTC et reposent sur les interactions d’empilement π-π et/ou 
les forces de Van der Waals.  
 
a) Purification des nanotubes de carbone 
 
La purification des NTC constitue la première étape de fonctionnalisation des 
NTC, car la majorité des méthodes de synthèse ne permettent pas d’obtenir des NTC 
purs. Ils sont mélangés avec les résidus de catalyseurs métalliques et des produits 
secondaires du carbone tels que de la suie, du carbone désorganisé, du graphite… 
Les nanoparticules métalliques doivent généralement être retirées car elles sont 
réactives et peuvent causer des lésions cellulaires, ce qui limite l’utilisation des NTC 
dans un contexte biomédical. Cette purification repose principalement sur des 
traitements par oxydation en solution, utilisant du HNO3 seul ou mélangé avec du 
H2SO4 concentré selon le rapport de dilution (1 : 3), pendant plusieurs heures. 
Figure 19 : Images obtenues au microscope électronique à transmission de SWNT avant et après purification. 
(a) Échantillon de SWNT avec un grand nombre d’impuretés. (b) SWNT après traitement de purification (HNO3 
et H2SO4) où la plupart des impuretés ont disparu (d’après Monthioux et al. 2001) 
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L’utilisation de ces traitements permet d’éliminer les nanoparticules métalliques sur 
des SWNT ou des DWNT, comme nous pouvons le voir sur la Figure 19 (Monthioux 
et al. 2001; Zhang et al. 2007). Ces traitements permettent aussi d’éliminer certaines 
espèces carbonées (Bortolamiol et al. 2014). 
 Cette purification des NTC peut également se faire en utilisant d’autres 
solutions oxydantes telles que du KMnO4 ou du K2Cr2O7, associé à de l’acide 
sulfurique (Aitchison et al. 2007; Wang, Wang, Qu 2011). La limite de cette technique 
repose sur le fait que les traitements oxydants s’attaquent aux défauts de structure 
des NTC, entrainant ainsi l’ajout de groupements fonctionnels (carboxyles, hydroxyles) 
ou encore le raccourcissement des NTC (Bortolamiol et al. 2014).  
Pour ce qui est de la technique de Dépôt Chimique Catalytique en phase 
Vapeur (CCVD), la purification des NTC présents dans la poudre composite, passe 
par l’élimination des nanoparticules métalliques et du support inerte. Ceci requière 
l’utilisation de traitements agressifs telles que des solutions caustiques chaudes (KOH, 
NaOH) pour l’élimination d’Al2O3 ou HF pour l’élimination du SiO2. Cependant, ils 
n’éliminent pas les impuretés métalliques ni les produits carbonés secondaires. À noter 
que l’utilisation d’une solution solide de MgCoO associée à du molybdène permet la 
synthèse de NTC d’une très bonne qualité avec la technique de CCVD. Dans ce cas, 
la purification se fait par un lavage avec une solution aqueuse de HCl, qui est rapide 
et sûre, sans modification structurale des NTC. Ce lavage élimine la majeure partie de 
la poudre composite, à l’exception de nanoparticules de Cobalt encapsulées dans des 
oignons de carbone, qui sont totalement inertes (Flahaut et al. 2000). Les NTC obtenus 
sont très majoritairement des DWNT (80%) (Flahaut et al. 2003). 
 
b) Fonctionnalisation covalente 
 
La fonctionnalisation covalente des NTC implique l’ajout de nouvelles liaisons 
chimiques qui vont modifier leur structure. Ainsi, l’hybridation des atomes de carbone 
va changer et passer de sp2 à sp3, ce qui va modifier les différentes propriétés des 
NTC, en particulier des SWNT. Afin de limiter cette altération structurale et cette perte 
de fonction, les DWNT semblent plus prometteurs. En effet, ils appartiennent aux 
MWNT mais avec un nombre de parois minimal, égal à deux. Ainsi, leur diamètre très 
proche des SWNT leur confère des propriétés équivalentes. La fonctionnalisation des 
DWNT n’affecte que la paroi externe, tandis que la paroi interne reste intègre 
permettant ainsi de conserver les propriétés intrinsèques des NTC.  
83 
 
 Malgré cet inconvénient, la fonctionnalisation covalente reste très intéressante 
car elle permet une fixation forte et durable de groupes fonctionnels très variables 
(Dyke, Tour 2004). Ces groupes fonctionnels peuvent augmenter la dispersibilité des 
NTC dans les solvants, favoriser leur diffusion dans les tissus biologiques, ou apporter 
des propriétés supplémentaires, utiles dans les applications biomédicales. Singh et al. 
résument les principales techniques utilisées pour fonctionnaliser les NTC, présentées 
sur la Figure 20 (Singh et al. 2009). 
 
Figure 20 : Résumé des différentes techniques de fonctionnalisation covalente des NTC (d'après Singh et al. 2009) 
 Ces techniques de fonctionnalisation permettent par ailleurs d’augmenter la 
réactivité des NTC. À titre d’exemple, l’halogénation apporte des groupements fluor 
sur la surface externe et crée des liaisons faibles C-F qui peuvent ensuite être utilisées 
pour des fonctionnalisations secondaires (Mickelson et al. 1998).  
 Nous l’avons vu précédemment, lors de leur synthèse, les NTC peuvent 
présenter des défauts structuraux au niveau de leurs parois latérales ou de leurs 
extrémités. Durant l’étape de purification, l’utilisation de solutions agressives telles que 
H2SO4/HNO3 sont peu sélectives et vont oxyder l’ensemble des défauts de surface, 
ainsi qu’un nombre conséquent de doubles liaisons entre les atomes de carbone. 
L’utilisation de K2FeO4 permet d’oxyder uniquement les défauts de structure, sans 
détruire d’autres doubles liaisons, préservant ainsi les propriétés des NTC (Zhang, Xu 
2015). Ces sites oxydés pourront être des sites d’estérification ou d’amidation 




c) Fonctionnalisation non-covalente 
 
Les fonctionnalisations non-covalentes n’impliquent pas la formation de 
nouvelles liaisons chimiques, ce qui préserve l’hybridation sp2 des atomes de carbone, 
et permet le maintien des propriétés des nanotubes. L’établissement de ces liaisons 
non-covalentes s’appuie sur des interactions faibles entre le NTC et les particules 
comme les forces de Van der Waals, les interactions π-π ou électrostatiques. Lors de 
modifications de facteurs du milieu, tels que la température, le pH ou le solvant, les 
groupes fonctionnels peuvent se détacher des tubes de carbone. D’un point de vue 
médical, cette fonctionnalisation réversible est intéressante puisqu’en pénétrant dans 
les cellules, les NTC vont dans certains cas subir une variation de pH et les molécules 
adsorbées à sa surface vont se détacher et diffuser dans le cytoplasme. 
 La catégorisation des fonctionnalisations non-covalentes peut se faire soit 
selon les molécules qui s’y adsorbent soit selon les interactions mises en jeu.  
 Les dérivés aromatiques tels que le pyrène, les dérivés de la porphyrine ou les 
macrocycles aromatiques peuvent fonctionnaliser les parois latérales des NTC grâce 
aux interactions π-π. Ceci est permis par le caractère électronique et aromatique de 
ces molécules. Ainsi, l’addition d’aminopyrènes à des MWNT modifie leur propriétés 
électromagnétiques : ces NTC fonctionnalisés vont aligner leur grand axe 
parallèlement au champ magnétique, ce qui pourrait avoir des applications en IRM 
(Calle et al. 2018). Les molécules fluorescentes sont des molécules qui peuvent se 
fixer de manière non-covalente à la paroi des NTC. En effet, leur composition 
aromatique et conjuguée permet d’avoir une interaction de type π-π avec les NTC, 
comme on peut le voir sur la figure 21. Ces fluorophores vont s’adsorber à la surface 
des NTC et améliorer leur dispersion dans une solution aqueuse. Le FITC est le 
Figure 21 : Structure des molécules fluorescentes utilisées dans la fonctionnalisation non-covalente des NTC 
(d’après Koh et al., 2012) 
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fluorophore qui disperse le mieux les NTC par rapport aux autres marqueurs. De plus, 
le marquage cellulaire est augmenté lorsqu’il est associé aux NTC par rapport à un 
marquage classique sans NTC (Koh et al. 2012). 
Les tensioactifs forment le deuxième groupe de molécules capables de 
fonctionnaliser les NTC de manière non-covalente. En effet, ce sont des molécules 
amphiphiles qui possèdent une tête hydrophile et 
une queue hydrophobe. La queue de ces 
molécules va ainsi s’enrouler autour du NTC, 
tandis que la tête va interagir avec le solvant. Si 
la queue possède des fragments aromatiques 
tels que le SDBS, des interactions 
supplémentaires π-π vont renforcer l’adsorption 
de ces molécules. Les tensio-actifs, comme le 
polyéthylène glycol (PEG) sont largement utilisés 
pour disperser les NTC dans des solutions 
aqueuses (Singh et al. 2012).  
Enfin, de nombreuses biomolécules, issues du corps humain, peuvent 
fonctionnaliser les NTC, ce qui peut avoir des applications médicales intéressantes. 
De nombreuses protéines peuvent fonctionnaliser les NTC ; en particulier, les 
protéines possédant des acides aminés aromatiques comme le tryptophane. Ainsi, les 
protéines sériques vont interagir avec les NTC dans la circulation sanguine, et réduire 
leur cytotoxicité (Ge et al. 2011). L’ADN ainsi que ses dérivés, comme l’ARNm ou les 
siARN peuvent s’adsorber aux NTC, en formant des hélices autour du feuillet externe. 
Enfin, les phospholipides, sont des tensioactifs biologiques qui agissent comme les 
tensioactifs non-biologiques et sont utilisés pour disperser et stabiliser les nanotubes. 
Le phospholipide-PEG est une molécule intéressante car sa queue va s’enrouler 
autour du NTC, tandis que la tête peut subir des fonctionnalisations secondaires qui 
pourront avoir des applications cliniques variées, telles que le ciblage cellulaire, la 
délivrance de médicaments ou le radiomarquage (Figure 22) (Liu et al. 2009) 
 
 Caractérisation des nanotubes de carbone 
 
Les différentes techniques de synthèse de nanotubes vont fournir des éléments 
hétérogènes. Ainsi, le diamètre, la longueur, le nombre de parois ou le type peuvent 
varier selon les échantillons. La caractérisation de ces produits de synthèse est une 
Figure 22 : Fonctionnalisation de NTC par 




étape préalable avant une utilisation ultérieure en biomédecine. Ces méthodes de 
caractérisation permettent d’évaluer les propriétés intrinsèques des NTC, d’identifier 
les fonctionnalisations covalentes, les défauts de structure, ainsi que d’estimer la 
présence des nanoparticules métalliques restantes. La caractérisation complète des 
NTC repose sur plusieurs techniques de caractérisation qui sont présentées 
succinctement ci-dessous 
 
a) La spectroscopie Raman 
 
La spectroscopie Raman est une technique largement utilisée dans l’étude des 
NTC puisqu’elle fournit des informations à la fois qualitatives et quantitatives sur leur 
diamètre, leur pureté et leur structure. Elle est rapide, non destructive pour l’échantillon 
et ne nécessite pas de préparation. Cette approche étudie le déplacement en 
fréquence de photons, induit lorsqu’ils interagissent avec les NTC. Ainsi, on reconnait 
des bandes caractéristiques des NTC en spectroscopie Raman, visibles sur la Figure 
23 suivante.  
 
 
Les pics RBM (Radial Breathing Mode) présents à des fréquences inférieures à 
200 cm-1 renseignent sur le diamètre des NTC. La bande G, de fréquence de l’ordre 
de 1600 cm-1, est commune à toutes les formes de carbone sp2. La bande D, avec une 
fréquence proche de 1340cm-1, est révélatrice de la présence de défauts au sein du 
carbone hybridé sp2. Le rapport entre les bandes D et G peut fournir des informations 
Figure 23 : Spectre Raman de NTC montrant les bandes caractéristiques 
associées (d’après Belin et al, 2005) 
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quantitatives sur la proportion de défauts et les modifications apportées par les 
fonctionnalisations (Belin, Epron 2005; Dresselhaus et al. 2010). 
 
b) La microscopie électronique  
 
La microscopie électronique permet de visualiser directement la morphologie 
des NTC, à l’aide de deux techniques : la microscopie électronique à transmission 
(MET) et la microscopie électronique à balayage (MEB). On peut ainsi évaluer le 
nombre de parois qui les composent, mesurer les diamètres interne et externe, ainsi 
que la longueur des NTC. De plus, la microscopie électronique permet d’avoir une 
indication qualitative de la présence d’impuretés (métalliques et/ou carbonées) dans 
l’échantillon comme on peut le voir sur la figure 24 ci-dessous et sur la figure 19.a 
(Rodríguez-Manzo et al. 2009; Herrero-Latorre 2014). 
 
c) La microscopie à sonde locale 
 
Cette approche est une technique de microscopie qui permet d’évaluer le relief 
des NTC à l’échelle nanométrique. On peut distinguer plusieurs techniques issues de 
cette microscopie. La microscopie à force atomique permet l’évaluation de la rigidité 
et de la résistance des NTC, ainsi que leur taille. La microscopie à effet tunnel, elle, 
permet d’évaluer la structure atomique d’un nanotube et d’évaluer sa fonctionnalisation 
(Singh et al. 2009). 
 
 
Figure 24 : Images de NTC obtenues par microscopie électronique (a) images obtenues au MEB (b) images 
obtenues au MET (c) images haute-résolution de MWNT lié à une nanoparticule de Cobalt (Co) au MET, où on peut 
dénombrer le nombre de parois (d’après Rodriguez-Manzo et al. 2009; Herrero-Latorre et al. 2014)   
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d) Autres techniques de caractérisation des NTC 
 
La spectroscopie infrarouge est une technique complémentaire de la 
spectrographie Raman, elle fournit des informations sur les impuretés présentes à la 
surface des NTC, ainsi que sur les groupes fonctionnels présents à la surface lors de 
liaisons covalentes. Cependant, cette approche manque de sensibilité dans la 
détection de certains groupes fonctionnels et ne fournit pas de données quantitatives 
sur ces-derniers (Wepasnick et al. 2010).  
La spectroscopie photoélectronique à rayons X (XPS) et l’analyse 
thermogravimétrique permettent d’évaluer elles-aussi la concentration des fonctions 
qui sont liées à la surface des NTC. La technique XPS évalue l’énergie des 
photoélectrons éjectés des NTC suite à leur exposition aux rayons X (Okpalugo et al. 
2005). L’analyse thermogravimétrique mesure les changements de masse des NTC 
lorsque la température varie. Cette analyse se base sur les températures de 
décomposition plus basses des molécules adsorbées, par rapport à un échantillon de 
NTC purs (Negri et al. 2020). 
 
 Toxicité des nanotubes de carbone 
 
La toxicité induite par les nanotubes de carbone est un point largement étudié 
depuis de nombreuses années par différentes équipes de recherche à travers le 
monde, qui ne trouve pas de réponses claires à l’heure actuelle. En effet, la structure 
de certains nanotubes de carbone peut s’apparenter à des fibres d’amiante, ce qui 
peut générer des craintes pour la santé humaine. Cependant, les variations de type, 
de longueur, de fonctionnalisation sont autant de paramètres qui influent sur leur 
toxicité, ce qui fait qu’il est difficile d’arriver à un consensus.  
La longueur des NTC semble jouer un rôle important dans leur toxicité. En effet, 
ceux dont la taille excède 10 µm perturbent les macrophages tissulaires et limitent leur 
capacité à les prendre en charge et à les déplacer. Ainsi ils peuvent s’accumuler et 
entrainer une toxicité locale chronique, comme au niveau des alvéoles pulmonaire où 
ils sont responsables de l’apparition de granulomes inflammatoires (Flahaut et al. 
2018). 
Par ailleurs, la fonctionnalisation des nanotubes de carbone permet d’influencer 
leur toxicité. En effet, des nanotubes fonctionnalisés sont plus dispersés, individualisés 
et peuvent facilement interagir avec les cellules et les tissus. Ils sont ainsi plus 
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facilement éliminés par les reins. Au contraire, des NTC peu fonctionnalisés vont avoir 
tendance à s’agréger entre eux et ils vont s’accumuler dans des organes filtres tels 
que le foie et la rate (Yang, Liu 2012; Menard-Moyon, Bianco 2014).  
Les impuretés métalliques, issues de la synthèse des nanotubes de carbone, 
peuvent aussi s’avérer toxique pour l’organisme, en provoquant la formation de 
radicaux libres qui vont endommager le contenu cellulaire (Francis, Devasena 2018). 
 
 La fonctionnalisation va ainsi permettre d’une part d’éliminer les impuretés 
métalliques qui peuvent s’avérer toxiques pour les cellules, et d’autre part, elle permet 
d’améliorer leur dispersion et facilite ainsi leur élimination. L’interaction des NTC avec 
les protéines sériques par des liaisons non-covalentes permet aussi de modifier et de 
réduire leur toxicité.  
 
 Propriétés et différentes applications des NTC 
 
La structure et la taille nanométrique des nanotubes de carbone confèrent un 
grand nombre de propriétés intéressantes dans les domaines industriels et médicaux.  
S’agissant des propriétés exploitées dans des applications industrielles, les 
NTC présentent une résistance exceptionnelle à la déformation pour une masse 
largement inférieure à l’acier, et dans certaines conditions, leur dureté est supérieure 
à celle des diamants. De plus, ils peuvent transporter des densités de courant 100 fois 
supérieures aux métaux couramment utilisés comme le cuivre, ce qui en fait des 
candidats intéressant dans le domaine de la micro-électronique. La conductivité 
thermique des nanotubes de carbone est supérieure à celle du cuivre et du diamant 
ce qui les place parmi les meilleurs conducteurs thermiques connus à ce jour. Cette 
conductivité élevée est due principalement à la rigidité de ces structures composées 
de liaisons covalentes entre les atomes de carbone favorisant une transmission de la 
chaleur efficace (Marconnet, Panzer, Goodson 2013). 
Dans le domaine biomédical, plusieurs propriétés sont retenues. Les nanotubes 
de carbone sont capables de pénétrer au sein des cellules, sans forcément avoir 
d’effets cytotoxiques. Il existe trois voies de pénétration dans les cellules, la première 
étant la phagocytose par des cellules qui en sont capables. Ils peuvent également 
diffuser au travers des membranes plasmiques grâce à leur petite taille et leur 
caractère hydrophobe. Enfin, ils peuvent pénétrer dans les cellules par des 
mécanismes actifs d’endocytose (Pantarotto et al. 2004; Nerl et al. 2011). Une fois 
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dans le cytoplasme cellulaire, ils peuvent interagir avec les organites cellulaires et 
s’accumuler en périphérie du noyau (Raffa et al. 2010). A l’image de la pénétration 
cellulaire par endocytose, les NTC peuvent être éliminés dans le milieu extracellulaire 
par la voie active de l’exocytose (Jin, Heller, Strano 2008).  
Les NTC sont donc capables d’interagir avec les cellules et de pénétrer dans 
leur cytoplasme selon différentes voies, ce qui est en fait des candidats très 
intéressants pour des applications biomédicales comme agent de contraste avec 




Les nanotubes peuvent être associés à des agents de contraste et être 
détectables avec différentes techniques d’imagerie. L’IRM est un outil d’imagerie 
puissant, qui permet de détecter des lésions dans des tissus apparemment sains avec 
une grande sensibilité et de manière non invasive. Les NTC peuvent, sur le principe, 
être visualisés en IRM sans fonctionnalisation préalable, grâce aux impuretés 
métalliques résiduelles. Cependant, on peut accentuer la prise de contraste en IRM 
en y associant du gadolinium, par fonctionnalisation endohédrique où les sels de 
gadolinium vont diffuser dans le NTC pour y former des nanocristaux 1D. Cette 
fonctionnalisation peut aussi se faire sur la surface des NTC via la fixation de 
polymères d’acide polyacrylique chargés en gadolinium, ce qui va d’une part 
augmenter leur dispersion et d’autre part améliorer leur visualisation en IRM 
(Rodríguez-Galván et al. 2020; Kuźnik, Tomczyk 2016).  
91 
 
Nous l’avons vu précédemment, des molécules fluorescentes, comme le FITC 
peuvent être greffées à la surface des NTC de manière covalente ou non-covalente. 
Ainsi, la fluorescence pourra être directement visible par microscopie à fluorescence 
ou confocale (Figure 25) (Bartelmess, Quinn, Giordani 2015).  
Par ailleurs, les NTC émettent une fluorescence intrinsèque dans un 
rayonnement proche de l’infra-rouge. Il est donc possible de les visualiser par 
microscopie de fluorescence infrarouge, sans fonctionnalisation au préalable. Des 
NTC purs incubés avec des macrophages, ont été excités à une longueur d’onde de 
660nm, et une fluorescence a été émise dans des longueurs d’onde comprise entre 
1125 et 1600nm. Cette fluorescence était localisée au niveau des phagosomes des 
macrophages ce qui a permis de mettre en évidence l’entrée des NTC dans la cellule 
par phagocytose (Cherukuri et al. 2004). De plus, les propriétés d’absorption du 
rayonnement proche infrarouge peuvent être utilisées pour évaluer la biodistribution 
des NTC, et être couplées à la photothérapie. Des NTC couplés à du polyéthylène 
glycol ont été injectés dans des tumeurs mammaires hétérotopiques chez des souris 
BALB/c. L’imagerie fluorescente infrarouge a été suivie au cours du temps et a montré 
une diffusion des NTC le long des vaisseaux lymphatiques jusqu’à un nœud 
lymphatique métastasique, où ils se sont accumulés, comme on peut le voir sur la 
figure 26. De plus, l’excitation des NTC est associée à un effet photothermique : on 
enregistre une augmentation de la température supérieure à 45°C dans les tissus, 
après deux minutes d’exposition au laser. Les souris qui ont reçues une irradiation au 
niveau de la tumeur primaire et de la métastase, ont une médiane de survie 
significativement supérieure aux souris du groupe contrôle, ce qui montre un effet 
significatif de la thérapie photothermique (Liang et al. 2014). 
Figure 25 : Image confocale de cellules WiDr 
incubées avec des SWNT-fluorescéine (émission 





Les NTC peuvent être associés à des radio-isotopes tels que le 14C, l’125I ou 
99mTc ce qui en font des agents de contraste prometteurs en médecine nucléaire. De 
plus, il peut être greffé sur ces NTC des anticorps qui vont cibler spécifiquement des 
épitopes surexprimés par des cellules cibles pour concentrer les radio-isotopes dans 
ces cellules et améliorer leur détection en tomographie par émission de positons 
(Figure 27) (Sanginario, Miccoli, Demarchi 2017).  
  
Figure 27 : Double-fonctionnalisation d'un NTC associant un anticorps et un 
groupe portant un radio-nucléotide  
Figure 26 : Suivi de la distribution de SWNT-PEG par fluorescence infrarouge au cours du temps. La 






Nous venons de le voir au cours du paragraphe précédent, les NTC peuvent 
aider à la détection de cellules cancéreuses en imagerie médicale en les 
fonctionnalisant avec un agent de contraste comme le gadolinium. Les NTC peuvent 
aussi être utilisés à but thérapeutique pour délivrer des médicaments au sein des 
cellules. Un grand nombre d’agents thérapeutiques peuvent être fonctionnalisés sur 
les NTC, de manière covalente ou non-covalente. Dans le cadre des traitements 
classiques du cancer par chimiothérapie, l’utilisation de ces médicaments engendre 
une toxicité générale car le produit ne cible pas spécifiquement les cellules tumorales. 
De plus, dans certains cas, ces médicaments diffusent peu dans ces cellules. Les NTC 
fonctionnalisés offrent l’opportunité d’améliorer la chimiothérapie, en ciblant 
spécifiquement les cellules tumorales et en permettant l’accumulation intracellulaire 
des agents de chimiothérapie, tout en réduisant leur toxicité générale. Un grand 
nombre d’agents anti-cancéreux ont été fonctionnalisés sur les NTC tels que des 
ARNsi, des chimiosensibilisateurs, des radiosensibiliteurs ou des antimétabolites 
(Wong et al. 2013). Des SWNT fonctionnalisés avec de l’acide hyaluronique et de la 
doxorubicine, ont été utilisés dans des modèles in vitro de cancer du sein, pour cibler 
les cellules surexprimant le marqueur CD44 et améliorer la délivrance de la 
doxorubicine. L’utilisation de ces NTC fonctionnalisés a montré une augmentation de 
la délivrance intracellulaire de la doxorubicine, associée à une inhibition de la 
prolifération cellulaire et une induction de l’apoptose (Dan Liu et al. 2019). Enfin, les 
NTC peuvent avoir des applications théranostiques en intégrant à la fois des capacités 
diagnostiques et thérapeutiques. Nous avons pu l’observer avec la photothérapie 
thermique où l’excitation des NTC en lumière infrarouge permet à la fois de localiser 
les NTC, mais aussi d’appliquer un traitement photothermique local. Cette approche 
théranostique peut être développée de façon plus précise, car de nombreux groupes 
différents peuvent être fonctionnalisés simultanément sur le même nanotube : ainsi, 
on peut greffer un groupe permettant de cibler des cellules, un groupe permettant de 
délivrer un médicament (anti-cancéreux, ARNsi). Ainsi, l’équipe d’Al Faraj a 
fonctionnalisé des SWNT à des fins théranostiques dans le cadre du traitement des 
cellules souches tumorales sur modèle animal. La surface des NTC a été 
fonctionnalisée avec des polyéthylène glycols (PEG) afin d’augmenter leur 
biocompatibilité. Puis ils ont été complexés avec du paclitaxel ou de la salinomycine 
qui sont des molécules anticancéreuses. La liaison de ces molécules au PEG est 
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sensible à des variations de pH, de manière à les libérer dans le cytoplasme, une fois 
que les SWNT ont pénétré dans la cellule. Enfin, des anticorps anti-CD44 sont 
conjugués avec le complexe de SWNT, pour améliorer le ciblage spécifique des 
cellules cancéreuses et particulièrement les cellules souches cancéreuses (Figure 
28a). 
 
 Trois semaines après l’injection des cellules tumorales, les souris ont reçu trois 
injections intraveineuses à 3 jours d’intervalle, soit une combinaison des SWNT 
conjugués aux molécules anticancéreuses, soit un seul type de SWNT conjugué, soit 
les molécules libres. Les résultats ont montré un effet thérapeutique amélioré avec la 
thérapie combinée par rapport aux nanotubes combinés à une seule molécule ou aux 
molécules libres (Figures 28b, 28c, 28d) (Al Faraj et al. 2016). 
 Les NTC peuvent aussi être fonctionnalisés par des ARNsi qui vont être 
relargués dans le cytoplasme cellulaire où ils vont se fixer à leur ARNm pour les 
inactiver ou ils peuvent interagir avec l’ADN dans le noyau. Ceci va ainsi perturber la 
synthèse protéique et perturber les voies métaboliques, ce qui va conduire à 
l’apoptose cellulaire (Taghavi et al. 2017).  
 
  
Figure 28 : Évaluation de l’efficacité thérapeutique de SWNT conjugué (a), par évaluation IRM du volume tumoral (b) 
et bioluminescence tumorale (c). Le volume tumorale a été évalué deux fois par semaine par IRM et est reporté dans 
le tableau (d) (i. pré-injection; ii: souris non-traité; iii. Salinomycine (SAL); iv. Paclitaxel (PTX); v. combinaison 
SAL+PTX; vi. SAL conjugué au SWCNT (SWNT-SAL); vii. PTX conjugué au SWCNT (SWNT-PTX); viii. Combinaison 
SWCNT-SAL + SWCNT-PTX  (d’après Al Faraj, et al. 2016)  
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 Intérêts des NTC dans le traitement du gliome 
 
Dans la première partie de cet exposé, nous avons vu que le GBM est la tumeur 
cérébrale primaire maligne la plus courante et la plus agressive chez l'homme. Malgré 
un traitement multimodal et agressif, associé à des immunothérapies innovantes, la 
survie des patients GBM reste faible. Les principaux défis du traitement du GBM sont 
l'administration de médicaments à travers la barrière hémato-encéphalique, 
l’infiltration du tissu tumoral dans le tissu sain, et l’échappement des cellules tumorales 
aux traitements. Les NTC sont des éléments intéressant dans l’approche 
thérapeutique des GBM car leurs petites tailles leur permet de traverser la barrière 
hémato-méningée et ils peuvent être fonctionnalisés pour cibler spécifiquement les 
cellules tumorales (Gonzalez-Carter et al. 2019). Des études in vitro et in vivo sur 
modèle rongeur ont montré une cytotoxicité induite par des MWNT, en association 
avec le TMZ sur une lignée de GBM, ce qui suggère qu’ils pourraient être utilisés en 
complément du traitement standard (Romano-Feinholz et al. 2017). 
Des NTC ont été conjugués avec des anticorps monoclonaux anti-CD133, qui 
est un marqueur spécifique des cellules souches tumorales. Ces NTC conjugués ont 
été incubés avec des cellules de GBM-CD133+ et GBM CD133-, puis exposés à des 
lasers dans le proche infrarouge. Les résultats montrent que seules les cellules 
CD133+ ont été détruites par la photothérapie. Ainsi, ces NTC conjugués sont des 
candidats potentiels pour la photothérapie ciblée des cellules souches tumorales des 
tumeurs cérébrales (Wang et al. 2011; Lal, Verma, Van Noorden 2014).  
Par ailleurs, les NTC sont capables d’interagir avec les cellules tumorales mais 
aussi avec le microenvironnement tumoral. Or, ce microenvironnement participe au 
développement tumoral et à l’immunosuppression locale. Il oriente les cellules de la 
microglie vers un profil de type M2 anti-inflammatoire. Une étude a montré que des 
MWNT fonctionnalisés pouvaient interagir avec les cellules de la microglie et induire 
un phénotype M1, pro-inflammatoire dès 24h d’exposition, ce qui pourrait être 
intéressant dans l’activation du système immunitaire dans le microenvironnement 
tumoral (Fiorito et al. 2018). Cependant, des études complémentaires sont 
nécessaires pour comprendre l’interaction précise entre les NTC et les cellules de la 
microglie car il semble qu’après 48h d’exposition, les cellules activées basculent vers 
un profil M2 anti-inflammatoire.  
Enfin, les nanotubes de carbone (NTC) font partie des nanoparticules d’intérêts 
dans la lutte contre le cancer en tant qu’agent radiosensibilisant. En effet, différents 
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travaux in vitro ont montré que ces éléments pénètrent facilement au sein des cellules 
tumorales (Neves et al., 2012), et sont aussi responsables d’une augmentation de la 
proportion de ces cellules en phase G2/M (Fiorito et al., 2014). Or, au cours de cette 
étude, nous avons pu remarquer que cette phase du cycle cellulaire correspond à la 
phase la plus radiosensible du cycle cellulaire (Pawlik, Keyomarsi 2004). Ainsi, une 
fois la caractérisation des lignées cellulaires de gliomes canins terminée, il semble 
pertinent d’évaluer le pouvoir radiosensibilisant des NTC sur celles-ci. Le modèle de 
GBM canin serait alors un modèle translationnel pertinent dans l’évaluation préclinique 
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Les gliomes diffus chez l’Homme, et plus particulièrement le glioblastome, sont 
les tumeurs cérébrales primitives les plus fréquentes et les plus agressives. Malgré 
une approche thérapeutique multimodale, ces cancers sont associés à une médiane 
de survie faible ainsi qu’à un taux de récidive important dus à l’apparition d’une chimio- 
et d’une radio-résistance précoce des cellules cancéreuses. Il apparait donc 
indispensable de proposer des thérapies innovantes permettant aux cliniciens 
d’améliorer la qualité de vie de leurs patients sur le long terme. Lors de l’évaluation 
préclinique de ces thérapies destinées au traitement des gliomes chez l’Homme, la 
capacité des modèles animaux utilisés à reproduire la pathologie humaine revêt un 
caractère fondamental. Dans ce contexte, le Chien spontanément atteint de gliomes 
diffus apparaît comme un modèle d’étude pertinent et complémentaire au modèle 
murin actuellement utilisé.  
Bien que les gliomes diffus chez l’Homme présentent des propriétés de 
radiorésistance responsables de récidives locales dans les champs irradiés, la 
radiothérapie (RT) est utilisée de manière systématique pour le traitement de ces 
tumeurs car elle prolonge significativement la survie des patients. Les traitements 
innovants actuellement en cours d’élaboration seront destinés soit à être administrés 
en association à la RT (si traitement de première intention), soit à être administrés 
dans les mois qui suivent la fin de la RT (si traitement à la rechute). Dans un cas 
comme dans l’autre, le modèle animal sur lequel sera testé le nouveau traitement 
devra suivre un protocole thérapeutique similaire au patient humain, et donc subir des 
séances de RT. Ainsi, avant d’envisager une étude préclinique chez le Chien 
spontanément atteint de gliomes diffus, il est primordial de vérifier que celui-ci 
constitue effectivement un bon modèle en radio-oncologie comparative. Pour cela, les 
paramètres radiobiologiques des gliomes diffus canins doivent être évalués in vitro sur 
lignées cellulaires. Cette évaluation repose sur : 
- la réalisation de tests de clonogénicité qui fournissent différents paramètres tels 
que la Mean Inactivation Dose (MID). Cette mesure est un outil utile pour étudier 
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la radiosensibilité intrinsèque des lignées cellulaires : elle correspond à la dose de 
RI nécessaires pour tuer la moitié de la population et s’exprime en Gray. Les MID 
présentées dans la littérature pour les lignées de GBM humains varient de 1.6 à 
4.6 Gy (Fertil et al. 1984).  
- la recherche de marqueurs impliqués dans la radiorésistance tels que CD133, un 
marqueur de cellules souches dont la présence est l’une des principales causes 
de résistance et de rechute des gliomes de haut-grade (Rycaj, Tang 2014).  
La prédiction de la sensibilité tumorale in vivo passe donc par la réalisation de tests 
de clonogénicité in vitro sur lignées cellulaires. Pour optimiser cette prédiction, il est 
ainsi nécessaire de disposer d’un modèle in vitro fiable et robuste, composé d’un 
spectre large de lignées cellulaires caractérisées, i.e. pour lesquelles les données 
phénotypiques, génotypiques et la capacité tumorogène susceptibles d’impacter la 
réponse radio-induite sont connues. Comme indiqué dans la revue bibliographique, 
les lignées cellulaires de gliome canin de haut-grade décrites dans la littérature (J3T, 
J3TBg, SDT3, G06A et Raffray) sont utilisées au sein des laboratoires qui les ont 
isolées et ne sont pas disponibles dans une banque de cellules. Seules les J3T ont 
fait l’objet d’une caractérisation phénotypique et génotypique complète avec évaluation 
de la tumorogénicité.  
 
Ainsi, le premier objectif de ce travail de thèse a été de réaliser la caractérisation 
de cinq lignées cellulaires de gliome canin de haut-grade de malignité et de 
caractériser leur réponse radio-induite.  
 
Ces dernières années, l’utilisation de nanoparticules est apparue comme une 
option pertinente pour le diagnostic et le traitement du cancer. Les nanotubes de 
carbone (NTC) sont des structures tubulaires de taille nanométrique, constituées de 
graphène. Leur petite taille ainsi que leur caractère hydrophobe leur permettent de 
traverser la membrane plasmique et d’interagir avec les différents constituants 
cellulaires. Ils sont également capables de bloquer les cellules tumorales en phase 
G2/M du cycle cellulaire et de produire des radicaux oxygénés. Ces arguments laissent 
supposer que les NTC seraient capables de radiosensibiliser les cellules tumorales. 
L’association RT + NTC pourrait donc représenter une stratégie thérapeutique 
prometteuse pour améliorer le mauvais pronostic lié aux gliomes diffus, stratégie dont 




Le second objectif de ce travail de thèse a été de valider la capacité des NTC à 
radiosensibiliser les cellules tumorales chez les chiens spontanément atteints 
de gliomes diffus. L’intérêt de l’association RT + NTC  a été évaluée sur les 
lignées cellulaires de gliomes canins précédemment caractérisées et validées 
en tant que modèle d’étude en radio-oncologie comparative : l’internalisation 
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Using radio-potentiators is a promising therapeutic approach to improve the 
poor prognosis associated with diffuse high-grade gliomas in human patients. The pre-
clinical evaluation of such a strategy requires a translational animal model that 
recapitulates the major pathologic features and radiation-induced response of the 
tumor. As dogs with spontaneous high-grade glioma represent a relevant pre-clinical 
model, the aim of this study was to characterize 5 canine high-grade glioma cell lines 
and to evaluate their intrinsic radiosensitivity. 
Karyotypic and phenotypic characteristics of J3T, J3TBg, SDT3G, G06A and Raffray 
cells were evaluated. The cellular intrinsic radiation sensitivity has been measured 
using a colony formation assay with single fractions of 0, 2, 4, 6, 8 and 10 Gy.  
In addition to chromosomal abnormalities, canine high-grade glioma cell lines 
demonstrated an immunohistochemical profile consistent with poorly differentiated 
astrocytes, based on the expression of different markers of lineage differentiation. The 
mean inactivation dose, ranging from 4 to 5.7 Gy, indicated radioresistant cells. 
As their human counterparts, canine high-grade glioma cell lines exhibit 
radioresistance. These results support high-grade glioma bearing dogs as relevant 






Gliomas are the most frequent primary brain tumors in adults [1]. Among them, 
high-grade diffuse gliomas are devastating tumors associated with a poor prognosis 
despite a multimodal treatment combining surgery, radiotherapy (RT) and 
chemotherapy. The median overall survival of patients with glioblastoma, the most 
malignant tumor in this group, is around 20 months [2], [3]. Although RT significantly 
prolongs patient survival and is standard of care treatment of high-grade diffuse 
gliomas [4]–[6], infield recurrences occur within months after the completion of RT in 
glioblastoma and IDH-wildtype anaplastic astrocytoma, suggesting insufficient killing 
of tumor-initiating cells [7], [8]. In order to improve tumor local control and patient 
survival, it is necessary to explore new ways by which RT could be enhanced. In this 
context, the use of radiosensitizers such as targeted therapies [9]–[12], nanoparticles 
[13]–[15] or oncolytic viruses [16] is a promising approach. 
The use of such innovate therapies in the clinical setting requires prior 
demonstration of their efficacy in pre-clinical animal models. The ability of these 
models to accurately recapitulate human pathology is therefore essential. Pet dogs 
with spontaneously arising high-grade gliomas are becoming widely acknowledged as 
relevant translational models that could be used in addition to murine models. Indeed, 
the spontaneous oncogenesis of canine glioma is inherently associated with inter-
tumor heterogeneity, genetic variability and anti-tumoral immune response that are 
lacking in immunocompromised xenograft mouse models. Canine high-grade gliomas 
closely resemble their human counterparts regarding oncogenic mechanisms [17]–
[19], cancer stem cells [20]–[22], histopathological features [23], molecular alterations 
[24]–[28] and immune microenvironment [18], [29]. Furthermore, the large size of their 
brain enables the use of the same RT devices and MRI scanners that those used in 
human medicine [30], [31]. Taken all together, these data suggest that glioma-bearing 
dogs could be a well-suited pre-clinical model to predict the efficacy of radiosensitizers 
in human patients. 
In order to validate the value of the canine glioma model in comparative radio-
oncology research, it is necessary to evaluate the radiosensitivity of canine high-grade 
gliomas and compare it with the radiosensitivity of their human counterparts. Even if 
the clinical response to RT is similar in canine and human gliomas [30], to date there 
has been no published work evaluating the radiobiologic parameters of canine high-
grade gliomas. These parameters are obtained in vitro by performing clonogenic 
107 
 
assays which are considered as the gold standard for determining reproductive tumor 
cell death induced by ionizing radiation (IR) [32]. The surviving fraction at 2 Gy (SF2), 
the fraction of cells surviving a single 2 Gy dose of IR, and the mean inactivation dose 
(MID) are parameters that can be derived from clonogenic assays. SF2 and MID are 
useful tools to study the intrinsic radiosensitivity of cell lines and to predict in vivo tumor 
sensitivity to radiation [33]–[35]. So far, four canine high-grade glioma cell lines have 
been put forward in the literature: J3T, J3T-Bg, SDT-3G and G06A. The J3T cells were 
used to develop animal models of canine gliomas [36]–[38], and all of these cell lines 
have proven useful in understanding the mechanisms of oncogenesis in canine high-
grade gliomas [17], [25], [26], [39], evaluating their sensitivity to chemotherapeutics 
[26], [40], targeted therapies [41]–[44] and viral vectors [37], as well as examining their 
miRNA profile in response to hypoxia [45]. Recently, a new glioma cell line called 
Raffray, derived from a tumor originally classified as an anaplastic oligodendroglioma 
in a 7-year-old Boxer, was developed in a French laboratory [46].  
In this context, the aim of the present study was to evaluate the intrinsic radiation 
sensitivity of these five canine high-grade glioma cell lines by performing clonogenic 
assays and examining the SF2 value and MID. As the tumor response to irradiation is 
dependent on the growth properties of cells and the proportion of tumorigenic cells, we 
have also evaluated the general and phenotypic characteristics of these cell lines and 
assessed their tumorigenicity. 
 
2. Materials and Methods 
2.1. Cell culture 
 
Canine cell lines were generously provided by Dr. Michael Berens (J3T), Dr. 
Peter Dickinson (J3T-Bg, SDT-3G, G06A) and Dr. Jérôme Abadie (Raffray). The J3T 
cell line was derived from an anaplastic astrocytoma in a 10 year-old male Boston 
Terrier [47]. The J3T-Bg glioma cell line was derived from the canine J3T cell line 
following passage as a subcutaneous tumor through Biege-Nude-xid mice [25]. The 
SDT3G and G06A cell lines were derived from glioblastomas in a 12 year-old male 
English Bulldog and a 2-year old female ovariohysterectomized Australian Shepherd 
respectively [26]. Raffray cell line was derived from an anaplastic oligodendroglioma 
in a 10 year-old female Boxer. Human U87 glioblastoma cells were purchased from 
ATCC (LGC Standards). All cell lines were grown in T-25 cm2 flasks with Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (GibcoTM), supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% 
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penicillin/streptomycin (Gibco-BRL). Cells were maintained in an incubator at 37°C 
with 5% CO2. 
 
2.2. Cell proliferation 
 
Cells of each cell line were seeded at a concentration of 1x105 cells per well in 
6-well plates and maintained in supplemented DMEM at 37°C for 5 days. Every 24 
hours, two wells were trypsinized for 5 minutes at 37°C and the cells were counted 
using a Thomas cell counting chamber after a dilution 1: 1 with Trypan Blue. The 
average was carried out between the two wells. Replicates from three 6-well plates 
were scored each day. The doubling times of each cell line were computed using the 
“cell calculator++” tool (doubling-time. com; Roth V., 2006).  
 
2.3. Chromosome number  
 
Metaphase cells were harvested by physical shaking and centrifuged at 500g 
for 10 minutes, then they were resuspended in hypotonic solution of fetal calf serum 
(1:6) for 20 minutes, at 37°C. Cells were then centrifuged at 500g for 10 minutes and 
fixed in ethanol: acetic acid (3:1) for at least an hour, at 4°C. Cells were spread on a 
slide and stained with 1% Giemsa solution to generate GTG banding. At least 20 
metaphases were evaluated for each cell line to count the total number of 
chromosomes and the number of metacentric chromosomes per cell. 
 
2.4. Orthotopic xenograft generation 
 
Orthotopic canine high-grade xenografts were established in 8 week-old female 
nude mice (Janvier Labs) as previously described [48]. Briefly, mice were anesthetized 
with intraperitoneal ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and received a 
stereotaxically guided injection of 2,5 × 105 cells suspended in 5 µL DMEM, using a 
Hamilton syringe. The injection was precisely located into the right forebrain (2 mm 
lateral and 1 mm anterior to the bregma at a 5-mm depth from the skull surface). The 
mice were observed for behavior changes suggestive of brain tumor. When such 
changes were detected, they were humanely euthanized. Otherwise mice were 
followed for behavior changes for a year. After euthanasia, brains were collected for 
subsequent histological and immunohistochemical analysis. All animals were treated 
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according to the European Communities Council directive (2010/63/EU) regarding the 
care and use of animals, and all the experimental procedures were approved by the 
Institution animal ethics committee with authorization number 2018031614514282. 
 
2.5. Histo-cyto-pathology and immunohistochemistry  
 
Canine high-grade glioma cells cultured in supplemented DMEM were scraped 
off with a sterile scalpel and transferred into a 15 mL centrifuge tube. They were 
centrifuged at 400 rpm for 5 minutes, then resuspended in 10 mL phosphate-buffered 
saline (PBS) after removal of the supernatant. This operation was repeated one more 
time. The resulting cell suspension was centrifuged at 400 rpm for 5 minutes and 
resuspended in 1 mL of 70% ethanol after removal of the supernatant. The cell 
suspension was then transferred in a 1,5 mL microcentrifuge tube and centrifuged at 
400 rpm for 5 minutes. Once the supernatant was discarded, the resulting pellet was 
resuspended in 50 μL of liquefied HistoGel™ (Thermo Scientific Richard-Allan 
Scientific, Kalamazoo, MI, USA) and the cell suspension was gently mixed to distribute 
cells evenly within the gel matrix prior to solidification [49]. HistoGel-encapsulated cells 
were transferred in pathology cassettes, fixed in 10% neutral buffered formalin and 
processed as usual before embedding in paraffin. Forty-six excised tumor-bearing 
brains and three normal brains were fixed in 10% neutral buffered formalin. Paraffin-
embedded excised brains and HistoGel-encapsulated cells were sectioned (5 μm) and 
stained with haematoxylin and eosin (HE) for microscopic evaluation. 
Immunohistochemistry (IHC) was performed in collaboration with the laboratory team 
of Dr. Martí Pumarola [21]. Several IHC markers were used: CD133 as a stem cell 
marker, Olig2 protein and doublecortin (DCx) as glial and neuronal progenitor cell 
markers respectively; glial fibrillary acidic protein (GFAP) and vimentin (Vim) as mature 
astrocyte markers; S-100 protein as a mature oligodendroglial and astrocytic marker 
and βIII-tubulin and NeuN protein as mature neuron markers. Immunohistochemistry 
was performed in both HistoGel-encapsulated cells and excised brains of mice which 
have developed tumors. Procedures relative to antigen retrieval, endogenous 
peroxidase and non-specific binding blocking, antibody labeling and detection were 
performed as previously described [21]. Primary antibodies, dilution and pre-treatment 
are summarized in Table 1. The positive control used for GFAP, Olig2, S-100, VIM, 
DCx, NeuN, and βIII-tubulin was normal canine brain tissue including grey and white 
matter. Positive control for CD133 was adult canine healthy kidney tissue, because it 
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is expressed by tubular epithelial cells. In all experiments, negative controls were 
obtained by omitting the primary antibody. 
 




A proportion score (corresponding to the percentage of positive neoplastic cells 
in each sample) and an intensity score (corresponding to the labeling intensity of 
positive neoplastic cells in each sample) were evaluated. An IHC score was then 
calculated (Table 2). 
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0 <5% 0 No labeling Negative 0 
1 5-30% 1 weak + 
From 1 
to 3 
2 30-60% 2 mild ++ 
From 4 
to 6 
3 60-90% 3 intense +++ 
From 7 
to 9 






Radiosensitivity was evaluated with a clonogenic survival assay. Canine high-
grade glioma cell lines were dissociated, plated in T-25cm2 flasks (1500 cells/well) and 
irradiated at escalating doses (0, 1, 2, 4, 6, 8 and 10 Gy) with the Gamma-cell Exactor 
40 (Nordion, Ottawa, ON, Canada), as previously described [50]. Irradiated cells were 
subsequently incubated at 37°C for 15 days, to allow colony cell formation. Then, flasks 
were rinsed with 0,9% NaCl, fixed with FAA (Formalin – Acetic acid – Alcohol) fixative, 
and stained by 0,1% crystal violet. Each colony with more than 50 cells was considered 
as survivor. To calculate the surviving fraction at a given dose, the number of colonies 
is divided by the number of seeded cells and normalized to the plating efficiency of the 
not irradiated controls. The plating efficiency of not irradiated controls was determined 
as: (number of colonies formed/ number of cells inoculated)x100. At least three 
independent experiments were carried out, from which a survival curve was drawn. 






2.7. Statistical analysis 
 
All results are presented as mean +/- standard deviation (SD). For statistical 
analysis, XLSTAT software (Data Analysis and Statistical Solution for Microsoft Excel, 
Addinsoft, Paris, France 2017). Kaplan-Meier estimate was used to evaluate the 
overall survival of mice with orthotopic xenografts of canine glioma cell lines. Log-rank 
test was assessed to analyze significant differences between the overall survival of 




3.1. General characteristics of canine glioma cell lines  
 
General characteristics of each cell line were established by assessing doubling 
time, plating efficiency, karyotype as well as cell morphology and protein expression 
profile (Table 3). Doubling times were in the same range (21 to 26 hours) for all the cell 
lines except Raffray cells (56 hours). The determination of plating efficiency, comprised 
between 16,4% (Raffray) and 23% (G06A), demonstrated that all glioma cell lines were 
able to give rise to colonies, which was the necessary condition to evaluate their 
radiosensitivity by in vitro clonogenic assay. Karyotyping revealed a number of 
chromosomes per cell slightly higher than the normal diploid chromosomal count for 
canines (78) and the presence of metacentric chromosomes from rearrangements. 
Cell morphology and protein expression profile were similar for J3T, J3T-Bg, 
G06A and Raffray cells: they appeared as spindle- to star-shaped tumoral cells when 
observed in HE-stained slides and expressed the glial marker Olig2 as well as the 
astrocytic markers GFAP (low immunohistochemical score) and Vimentin (high 
immunohistochemical score). SDT-3 cells were smaller and more rounded, they 
showed a strong positive reaction to Olig2 and Vimentin but were negative to GFAP. 
All the glioma cell lines were positive to the stem cell marker CD133. Neuronal markers 
(DCx, NeuN and βIII-tubulin) were negative. Interestingly, Olig2 marking is localized 
into cellular cytoplasm instead of being localized in the nucleus (Figure 1) Taken all 
together, the immunohistochemical results suggest a protein expression profile 
compatible with poorly differentiated astrocytic cell lines. Positive 




Table 3 : General genotypic and phenotypic characteristics of the canine glioma cell lines Abbreviations : DT 
(Doubling Time), PE (Plating Efficiency), NA (Not Assessable). Metacentric chromosomes of SDT3 cell lines was 
not assessable due to important chromosomal rearrangements. 
 J3T J3T-Bg SDT3 G06A Raffray 
DT (hr) 20,6 25,8 25,6 22,4 55,9 
PE (%) 21,0 19,7 21,6 23,0 16,4 
No of 
chromosomes 




2 2 NA 1 2 
Olig2 +++ +++ ++++ ++++ +++ 
GFAP ++ + Neg + + 
Vim +++ ++++ +++ ++++ ++++ 
DCx Neg Neg Neg Neg Neg 
βIII tubulin Neg Neg Neg Neg Neg 
NeuN Neg Neg Neg Neg Neg 
CD133 +++ ++++ +++ ++++ +++ 
 
Figure 1 :  RAFFRAY cells immunohistochemistry included in HistogelTM, for 





Figure 2 : Immunohistochemical features of J3T cell line embedded in HistoGel. (A) Diffuse positivity GFAP 
immunolabelling was observed for the cell line. (B) CD133 immunoreactivity observed was strong and intense. (C) 
Vimentin immunochemistry revealed a high positive expression. (D) NeuN expression was negative and 





Dose–response curves were evaluated for each cell line and radiobiologic 
parameters were extracted and presented in Table 4. The radio-induced response was 
similar  between the different cell lines. MID ranged from 4 Gy to 5,7 Gy which 
correspond to cell lines with similar high radioresistance, compared to the human U87 
glioblastoma cell line. α/β ratio is low with all five canine cell lines gliomas 













Table 4 : Parameters of radiation sensitivity of different canine cell lines. 
 J3T J3T-Bg SDT3 G06A Raffray 
α (Gy-1) 0,0718 0,0285 0,0006 0,0313 0,0021 
! (Gy-2) 0,0332 0,0322 0,0251 0,0301 0,0298 
"/!	ratio 
(Gy) 2,1599 0,8854 0,0248 1,0391 0,0714 
SF2 (%) 0,7303 0,9113 0,9310 0,8453 0,7937 




All the canine cell lines proved  to be tumorigenic after orthotopic implantation, 
with a tumor take rate varying from 25% for G06A cell line to 100% for J3T and J3T-
Bg cell lines (Table 5). 
Table 5: Parameters of stereotactic injection of glioma canine cell lines into Biege-Nude-xid mice. * Due to marked 
autolysis, three brains could not be analyzed (1 brain from the G06A group and two brains from the Raffray group). 
 Number of mice 
inoculated 
intracerebrally 














J3T 12 12 12 100% 129 
J3T-Bg 9 9 9 100% 22 
SDT3 9 9 8 89% 115 
G06A 9 8* 2 25% 216 
Raffray 10 8* 4 50% 186 
 
The median survival of canine glioma-derived mouse orthotopic xenografts was 
significantly different depending on the cell line that was injected in the brain. The 
median overall survival was the highest for G06A- (216 days, 95% CI: 212-218) and 
for Raffray-derived mouse orthotopic xenografts (186 days, 95% CI:162-210). In these 
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two groups, mice were still alive at the endpoint of experiment (represented by white 
circles in Figure 2). The lowest median survival was 22 days (20-23) for J3T-Bg.  
 
 
Figure 3: Kaplan-Meier analysis of overall survival in canine glioma-derived mouse orthotopic xenografts 
Histological examination of the xenografts revealed densely cellular neoplasms 
with different growth patterns defined as : (i) focal infiltration (well-demarcated 
neoplasms with multifocal foci of infiltration) for SDT3 and G06-derived xenografts, (ii) 
diffuse infiltration (poorly demarcated neoplasms with a significant infiltration of the 
surrounding parenchyma and/or leptomeninges) for 50% of J3T-derived xenografts 
and (iii) diffuse infiltration associated with striking perivascular cuffing for 50% of J3T, 
75% of Raffray and 100% of J3T-Bg derived xenografts (Figure 4 A-C). In this latter 
group, perivascular cuffs were large and coalescent leading to the formation of a 
multinodular mass at the injection site. With regard to architectural patterns, cell 
morphology, cellular atypias and mitotic rate, all the xenografts were morphologically 
consistent with diffuse gliomas. G06A xenografts exhibited features of high-grade 
oligodendrogliomas. They were composed of sheets of round to polygonal cells with a 
central nucleus, varying from round and hyperchromatic to irregular with loose 
chromatin, surrounded by a moderately abundant pale cytoplasm (Figure 4H). The 
mitotic rate was comprised between 1 and 3 mitoses per high-power-field (Table 6). 
Xenografts derived from J3T, J3T-Bg, SDT3 and Raffray cells were suggestive of an 
astrocytic differentiation. Their core was composed of either (i) interlacing or parallel 
fascicles of eosinophilic spindle cells with elongated nucleus, (ii) sheets and small 
packets of large polygonal cells with a prominent vesicular nucleus, (iii) a combination 

































(Figure 4 D-G). These xenografts were assigned as high-grade tumors on the basis of 
the mitotic rate (Table 6) and the presence of geographic necrosis with peripheric 
palisading in two J3T, two J3T-Bg and one Raffray-derived tumors (Figure 4J). 
Numerous branching thin-walled capillary vessels were consistently seen in the tumors 
but microvascular proliferation could not be observed in any of the samples (Figure 4I). 
Regarding J3T, SDT3, Raffray and G06-A-derived xenografts, Olig2 
immunostaining confirmed the diagnosis of diffuse gliomas as 95.6% of these tumors 
exhibited a high IHC score for this marker (Table 7). The absence of expression of the 
NeuN marker in these tumors corroborated their glial differentiation. All the J3T, SDT3 
and Raffray-derived tumors were positive to GFAP with a medium IHC score, 
confirming their astrocytic origin. The absence of GFAP immunolabeling in G06A 
xenografts supported the oligodendroglial phenotype observed in H&E-stained 
sections (Figure 5D). The value of the glial marker S100 in the characterization of 
xenografts appeared limited in our study as the glial tumors with a high IHC score for 
Olig2 exhibited a weak or absent S100 immunostaining. Vimentin was not expressed 
in the core of the tumors but a weak immunopositivity to this marker was observed in 
J3T and Raffray perivascular cuffs.  
Regarding J3T-Bg-derived xenografts, the tumor core did not express any of the 
markers; however, a weak cytoplasmic labeling was present in perivascular tumor cells 
for Vimentin and CD133 (Figure 5F). Despite the absence of Olig2 labeling, J3TBg 
tumors were assigned as diffuse gliomas considering their close morphology with J3T 
tumors (confirmed to be high-grade astrocytomas) and the presence of typical 
palisading necrotic areas in 2 tumors. Because of their lack of immunopositivity to 




Table 6: Histologic features of xenografts 
 
J3T xenografts J3T-Bg xenografts SDT3 xenografts 
G06 
xenografts Raffray xenografts 
 
Tumor core Perivascular cuffs Tumor core 
Perivascular 
cuffs Tumor core Tumor core Tumor core 
Perivascular 
cuffs 
Number of samples 12 6 9 9 8 2 4 3 
Cell morphology -Architectural pattern 
Spindle cells 4 3 6 1 8 0 3 3 
Polygonal cells 3 3 0 6 0 0 0 0 
Spindle + Polygonal 5 0 3 2 0 0 1 0 
Polygonal oligo type 0 0 0 0 0 2 0 0 
Cytonuclear atypias 
Mild 0 0 0 0 0 0 0 3 
Moderate 0 0 0 0 0 2 0 0 
Maked 12 6 0 0 8 0 4 0 
Severe 0 0 9 9 0 0 0 0 
Mitotic rate 
Low (<1 per HPF) 0 0 0 0 0 0 0 3 
Moderate (1-3 per 
HPF) 3 3 0 0 8 2 4 0 
High (>3 per HPF) 9 3 9 9 0 0 0 0 
Vascular features 
Branching capillaries 7 0 7 1 0 




0 0 0 0 0 0 0 3 
Nécrose  
Serpentine, with 







Figure 4 : Pathologic features of xenografts : growth patterns (A-C), cell morphology and architectural patterns (D-
H) (A) Focal infiltration, tumor G06A (H&E, scale bar: 500 µm): the interface between the tumor and the adjacent 
parenchyma, albeit readily identifiable, is multifocally infiltrated. (B) Diffuse infiltration, tumor J3T (H&E, scale bar: 
500 µm): a diffuse neoplastic infiltrate is present within the caudate putamen (star) parietal cortex and 
leptomeninges (arrow). cc: corpus callosum, lf: longitudinal fissure of the brain, LV: lateral ventricle. (C) Diffuse 
infiltration associated with perivascular cuffing, J3T-Bg tumor (H&E, scale bar: 500 µm): coalescence of large 
perivascular cuffs forms a multinodular mass with distinct borders. (D) J3T-Bg tumor (H&E, scale bar: 50 µm): 
spindle cells organized in bundles. (E) J3T tumor (H&E, scale bar: 100 µm): polygonal cells organized in packets 
separated by a fine capillary network. (F) Tumor J3T-Bg (H&E, scale bar: 50 µm): polygonal cells organized in 
perivascular cuffs. (G) J3T tumor (H&E, scale bar: 100 µm): coexistence of a polygonal cell area and a spindle cell 
area separated from each other by the corpus callosum (arrow). (H) Tumor G06A (H&E, scale bar: 50 µm): sheets 
of round to polygonal cells with hyperchromatic nucleus and a pale perinuclear halo, associated with nuclear rowing 
(arrows). (I) J3T tumor (H&E, scale bar: 100 µm): there are many branching thin-walled capillaries within the tumor 







Figure 5: Immunohistochemical characterization of xenografts. (A) Raffray tumor (IHC Olig2, scale bar: 50 µm): 
nuclear staining is intense in more than 90% of the tumor population (IHC score: ++++). (B) Raffray tumor, same 
tumor area as shown in panel A (IHC GFAP, scale bar: 50 µm): 60 to 90% of the cells exhibit a cytoplasmic staining 
of medium intensity (IHC score: ++). (C) SDT3 tumor (IHC GFAP, scale bar: 500 µm): in this focally infiltrative tumor, 
GFAP labeling can be seen in the interface between tumor and adjacent parenchyma, but also in the tumor core 
where 30 to 60% of the cells are positive with a moderately intense finely granular cytoplasmic labeling (IHC score: 
++). Inset (scale bar: 50 μm) : a labeled mitotic tumor cell is present in the center of the image. (D) G06A (IHC 
GFAP, scale bar: 500 µm): in this focally infiltrative tumor, GFAP labeling can only be seen in the interface between 
tumor and adjacent parenchyma and corresponds to immunostaining of reactive normal astrocytes. There is no 
labeling of cells within the tumor core (inset scale bar: 50 µm), few normal astrocyte processes interspersed 
between neoplastic cells are labeled (IHC score: 0). (E) Raffray tumor, same tumor area as in panels A and B (IHC 
Vimentin, scale bar: 50 µm): tumor cells are negative to Vimentin (IHC score: 0). (F) J3T-Bg (IHC Vimentin, scale 







Table 7 : Immunohistochemical features of xenografts. IHC: Immunohistochemical. Neg: negative. (*): In 7/9 J3T-Bg tumors and 2/3 Raffray tumors, a cytoplasmic and diffuse Olig2 
staining was observed within perivascular cuffs but was considered negative in the absence of a concomitant nuclear labeling 
 J3T J3T-Bg SDT3 G06 Raffray 
 Tumor core Perivascular cuffs Tumor core Perivascular cuffs Tumor core Tumor core Tumor core Perivascular cuffs 
Olig2 
Number of xenografts analyzed 9 6 9 9 8 2 4 3 
Number of positive xenografts 9 6 0 0* 8 2 3 0* 
Mean IHC score +++ + Neg + +++ ++++ +++ + 
GFAP 
Number of xenografts analyzed 2 2 2 2 2 2 2 2 
Number of positive xenografts 2 2 0 0 2 0 2 1 
Mean IHC score +++ ++ Neg Neg ++ Neg ++ + 
Vimentine 
Number of xenografts analyzed 2 2 2 2 2 2 2 2 
Number of positive xenografts 0 2 0 2 1 0 1 2 
Mean IHC score Neg ++++ Neg + Neg Neg Neg + 
S100 
Number of xenografts analyzed 2 2 2 2 2 2 2 2 
Number of positive xenografts 2 1 0 0 2 0 2 1 
Mean IHC score + ++ Neg Neg + Neg ++ + 
NeuN 
Number of xenografts analyzed 2 2 2 2 2 2 2 2 
Number of positive xenografts 0 0 0 0 0 0 0 0 
Mean IHC score Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
CD133 
Number of xenografts analyzed 2 2 2 2 2 2 2 2 
Number of positive xenografts 0 0 0 2 0 0 0 0 





In this study, we present general and phenotypic characteristics as well as the 
radiobiologic parameters of five canine high-grade glioma cell lines. This study 
provides useful information on these canine glioma cell lines for future research in 
which dog could be used as a naturally occurring model for cancer research and 
therapy. Doubling time is similar between J3T, J3T-Bg, SDT3 and G06A in vitro, but 
interestingly, following stereotactic injection, the J3T-Bg median survival is at least five 
times lower than the other lines. This assumes growth differences between in vitro and 
in vivo. Same differences have been observed with human oral cancer between two 
most studied human oral cancer cell lines – SCC-15 and SCC-25. The cell proliferation 
rate between these two cell lines was four times higher for SCC-15 between in vivo 
and in vitro, than SCC-25[51]. This assumes genetic differences which could impact 
growth rate between in vitro and in vivo, such as expression of the focal adhesion 
kinase which is higher in SCC-25 than SCC-15.  
The selection of dog breeds over the last centuries for their phenotype has also 
selected genetic diseases in predisposed breeds. Thus, brachycephalic breeds have 
a higher risk of developing gliomas than dolichocephalic breeds [52]. The limited 
genetic diversity found in these breeds facilitate gene analysis using Genome-wide 
Association Studies (GWAS) in dogs. Such analysis have been performed with canine 
glioma cell lines, including J3T, J3T-Bg, SDT3 and G06A[53], [54]. Theses analysis 
show numerous gene modification in several pathway such retinoblastoma pathway, 
TP53 pathway or RTK pathway. The expression of these genes is different between 
glioma cell lines, which could explain differences observed in our study concerning 
doubling times, radiosensitivity or tumorogenicity [17].  
Regarding the response of the 5 canine glioma cell lines to ionizing radiation, 
they all exhibit a radioresistant character with MIDs and SF2s higher than what has 
been described for high-grade human gliomas of malignancy: MID is between 1.1 to 
3.94 Gy and the average SF2 is 0.51 +/- 0.14 according to Taghian [55]. In addition, 
the α / β ratios of canine glioma cell lines are less than or equal to 2 Gy. In humans, 
the value of the α / β ratio for GBMs is said to be intermediate and between 5 and 10 
Gy [56]. Values observed on canine glioma cell lines are only found in prostatic cancers 
and malignant melanoma in humans, where the ratio is close to 2 Gy [57]. In dogs, 
such a ratio have been demonstrated in stem cells from various extracranial tumors 
[58]. The immunohistochemistry of the canine glioma lines studied shows a poorly 
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differentiated character with a strong expression of the strain marker CD133. This 
poorly differentiated character could partly explain this low α / β ratio. According to the 
quadratic model, tumors with ratio less than 2 are more sensitive to hypofractionation 
and therefore at doses greater than 2Gy. These results corroborates hypofractionated 
irradiation for canine tumors, which is the technique used in the classic approach with 
dogs. This is because, unlike in humans, ionizing radiation therapy requires general 
anesthesia in the dog in order to allow total immobilization during irradiation. Thus, the 
doses delivered between each session are hypofractionated in order to limit too 
frequent general anesthesia [59]. A 2018 study compared a hypofractionated radiation 
protocol on intracranial tumors of dogs. This hypofractionated approach (10x4Gy) 
offers the same overall survival as the classic approach (20x2.5Gy), without additional 
side effects, which allows the number of general anesthesias suffered by the dog to be 
halved [60].  
The intracerebral implantation of the five cell lines available to us in the 
laboratory has confirmed their ability to reproduce high-grade gliomas of malignancy 
when they are implanted orthotopically: astrocytomas for J3T, SDT3 and Raffray, 
Oligodendroglioma for G06A and poorly differentiated glioma for J3T-Bg.The xenograft 
phenotype is consistent with that of the original tumor for J3T cells (from anaplastic 
astrocytoma) and SDT3 (from glioblastoma). The very little differentiated character of 
J3T-Bg can be explained by the fact that these cells were recovered after 
subcutaneous implantation of J3T cells in Biege Nude XID mice, this passage 
potentially having led to the selection of a cell subpopulation. The Raffray were isolated 
from a grade III oligodendroglioma. The in vitro analysis of the expression profile of the 
cell line carried out by the laboratory that isolated them revealed a poorly differentiated 
astrocytic phenotype, a phenotype confirmed by the analysis we carried out on these 
cells included in HistoGel. The orthotopic implantation of Raffray therefore confirms 
what had been observed in vitro: the isolated tumor cells reproduce a high-grade 
astrocytoma and not an oligodendroglioma, which seems to indicate a selection of 
astrocytic tumor cells during the establishment of the cell line. Finally, the tumors 
obtained from the G06A do not reproduce the original tumor both in terms of phenotype 
(the xenograft is oligodendroglial, the tumor of astrocytic origin) and of grade of 
malignancy (grade III for the xenograft, grade IV for the original tumor). The rate of 
engraftment of G06A cells (only 25%) and the phenotype that they induce when 
injected make them the least interesting cell line to use in a perspective of future 






Evaluation of the sentivity of characterized canine glioblastoma cell lines shows a 
strong similarity between the characteristics of human and canine glial tumors. In fact, 
all of the canine lines studied exhibit a doubling time, a karyotype, a clonality test 
equivalent to the elements observed in humans. Likewise for radioresistance, the 
canine and human lines have the same criteria for radioresistance. Finally, the 
expression of surface antigens is identical between these two species and after 
orthotopic injection, each cell lines reproduce the original tumor. Thus, a strong 
similarity between man and dog is present concerning the cellular, molecular and 
cellular behavior to ionizing therapy, and these elements are in favor of the choice of 
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Les données obtenues lors de cette première étude sont synthétisées sur le 
Tableau 5. Les données notées en rouge correspondent aux données apportées par 
notre étude, et celles notées en bleu sont des études ultérieures qui pourraient être 




Tableau 5 : Lignées cellulaires de gliome canin : synthèse bibliographique et des résultats obtenus concernant leur origine, caractéristiques générales et moléculaires (rouge : résultats 
obtenus ; bleu : expérimentation à réaliser). 
 J3T J3T-Bg SDT-3 G06A Raffray 
Tumeur d’origine 
 
Astrocytome anaplasique d’un Boston 
Terrier mâle de 10 ans 
(Berens et al., 1993 
Lignée dérivée à partir 
des J3T après un 
passage sous-cutané sur 
souris Beige Nude XID 
(York et al. 2012) 
GBM d’un Bouledogue 
anglais mâle de 12 ans 
(York et al. 2012) 
GBM d’un berger 
australien, femelle 
stérilisée, de 2 ans 















En prévision : 
Profil microsatellites En prévision : Profil microsatellites En prévision : Profil microsatellites En prévision : Profil microsatellites 





Nombre modal de chromosomes = 84/ 
Nombre de chromosomes < 82 sur 20 
métaphases observées 
 
7 chromosomes métacentriques et 
submétacentriques + 1 petit 
chromosome acrocentrique non apparié 
 2 chromosomes métacentriques issus 
de remaniement 
Nombre de 
chromosomes : entre 78 
et 81 sur 20 métaphases 
observées 
 
Présence de 2 
chromosomes 
métacentriques issus de 
remaniements 
Nombre de 
chromosomes : entre 59 









chromosomes : entre 









chromosomes : entre 








(II) Méthodes pour 
mettre en évidence 
l’espèce d’origine 






Seulement caryotype réalisé, en faveur 
de l’espèce canine/ idem 
Seulement caryotype 
réalisé, en faveur de 
l’espèce canine 
Seulement caryotype 
réalisé, caryotype de 
chien très remanié ou 
espèce inconnue 
Seulement caryotype 
réalisé, en faveur de 
l’espèce canine 
Seulement caryotype 
réalisé, en faveur de 
l’espèce canine 
(III) Méthodes pour 
mettre en évidence Morphologie 
Astrocytaire/ idem Compatible avec cellule 
gliale tumorale 
Compatible avec cellule 
gliale tumorale 
Compatible avec 
cellule gliale tumorale 
Compatible avec 













(III) Méthodes pour 







- 49 heures (Berens et al., 1993) 
- 28 heures (Rainov et al. 2000a) 
- 21 heures 
 
26 heures 26 heures 23 heures 56 heures 




Capacité à former des clones Capacité à former des clones 
Capacité à former des 
clones 
Capacité à former 
des clones 





- GFAP : 90 % des cellules avec 
marquage intense/ >90% des cellules 
marquées faiblement 
- EGFR : quelques cellules sont très 
positives, avec un pattern diffus/ non 
évalué 
- DCx, NeuN et BIII tubuline : négatif 
- Vim : >90% des cellules avec 
marquage moyen 
- Olig2 : > 90% des cellules avec 
marquage cytoplasmique moyen 









En prévision : Evaluation de la Nestine, 
S100 (lames après inclusion en 
Histogel) et d’ATRx et Olig2 par 
Western-Blot 
- GFAP : 60 à 90% des 
cellules marquées 
faiblement, 
- DCx, NeuN, BIII 
tubuline : négatif 
- Vim : >90% des cellules 
avec marquage intense 
- Olig2 : 60 à 90% des 
cellules avec marquage 
cytoplasmique intense, 
- CD133 : > 90% des 









En prévision : Evaluation 
de la Nestine, S100 
(lames après inclusion en 
Histogel) et d’ATRx et 
Olig2 par Western-Blot 
 
- GFAP : négatif 
- DCx, NeuN, BIII 
tubuline : négatif 
- Vim : >90% des cellules 
avec marquage moyen 
- Olig2 : > 90% des 
cellules avec marquage 
cytoplasmique intense, 
- CD133 : > 90% des 











En prévision : Evaluation 
de la Nestine, S100 
(lames après inclusion en 
Histogel) et d’ATRx et 
Olig2 par Western-Blot 
- GFAP : 5 à 30% des 
cellules marquées 
faiblement, 
- DCx, NeuN, BIII 
tubuline : négatif 
- Vim : >90% des 
cellules avec 
marquage intense 
- Olig2 : 60 à 90% 












En prévision : 
Evaluation de la 
Nestine, S100 (lames 
après inclusion en 
Histogel) et d’ATRx et 
Olig2 par Western-
Blot 
- GFAP + et 
inconstant/ idem : 5-
30% des cellules 
avec maruage faible 
- Olig2 négatif/ 60-




- Vimentine : 
+++/idem : >90% des 
cellules avec 
marquage intense 
- S100 négatif/ non 
évalué 
- DCx, NeuN, BIII 
tubuline : négatif 




En prévision : 
Evaluation de la 
Nestine, S100 (lames 
après inclusion en 
Histogel) et d’ATRx et 
Olig2 par Western-
Blot 






Expression de la même morphologie 
tumorale 
Expression de la même 
morphologie tumorale 
Expression de la même 
morphologie tumorale 
Expression de la 
même morphologie 
tumorale 










chez la souris 
    
 J3T J3T-Bg SDT-3 G06A Raffray 
(V) Méthodes pour 
déterminer le profil 







Hygromycine, puromycine, ganciclovir, 
G418 (Rainov et al. 2000a) 
Pt(iv)-prodrogue de 
cisplatine, cisplatine et 
carboplatine 




CCNU, CPT-11 et TMZ 
(LeBlanc et al. 2016) 
CCNU, CPT-11 
(Boudreau et al. 2015) 
CCNU, CPT-11 
 
IL-13 canin couplé à 
une cytotoxine 





MID = 4 Gy MID = 4,6 Gy MID = 5,7 Gy MID = 4,7 Gy MID = 5,2 Gy 
Etude 
moléculaire    
Perte gènes : CDKN2A, 
CDKN2B, NF1 
Gain gènes : EGFR, 
EREG, EPGN,PIK3CA, 
AKT1, FZD6, GLI4, 
EPHA5  
(Dickinson et al.2016) 
Perte gènes : 
CDKN2A, CDKN2B, 
EREG, EPGN, FAS, 
EPHA5 
(Dickinson et al.2016) 
 
  
Pas de mutation des exons 3 à 9 sur TP53 
(York et al. 2012) 
 












B. Étude de l’effet radiosensibilisant des NTC sur les lignées 
de gliomes canins 
 
Les gliomes diffus sont des tumeurs qui présentent le plus faible taux de 
guérison malgré un traitement multimodal associant chirurgie, RT et chimiothérapie. 
Plusieurs axes de recherche sont donc aujourd’hui consacrés au développement de 
nouvelles stratégies thérapeutiques destinées à améliorer le pronostic associé à ces 
tumeurs. Parmi celles-ci, l’utilisation de NTC en association à la RT pour 
radiosensibiliser ces cellules, apparaît comme une option prometteuse. En effet,  
l’étude bibliographique a montré que les NTC pénètrent très facilement dans de 
nombreuses cellules tumorales humaines (Neves et al. 2012), entraînent une 
augmentation de la proportion de cellules en phase G2/M du cycle cellulaire et la 
modulation de l’autophagie (Fiorito et al. 2014). Or cette phase du cycle cellulaire est 
la phase la plus sensible aux RI. Ces derniers arguments, qui s’ajoutent à la mise en 
évidence de la production de radicaux oxygénés par les cellules au contact des NTC 
(Meunier et al. 2012), laissent supposer que ceux-ci peuvent radiosensibiliser les 
cellules tumorales. Par ailleurs, les NTC peuvent être fonctionnalisés par des sels de 
Gadolinium, agent de contraste en IRM permettant d’augmenter la prise de contraste 
lors d’acquisition en T1 : on parle alors de gadoNTC. Ainsi, si leur capacité à 
radiosensibiliser des cellules tumorales est démontrée, les gadoNTC pourraient être 
des agents théranostiques lors d’études ultérieures. Ils permettraient de détecter les 
cellules tumorales, infiltrées dans le tissu sain en IRM, et d’abaisser leur seuil de 
radiorésistance, afin d’améliorer l’efficacité de la RT.   
Suite à la caractérisation des différentes lignées cellulaires de gliomes canins 
effectuée dans la première partie de cette thèse, nous allons évaluer la capacité des 
NTC à radiosensibiliser ces cellules. En effet, l’étude de la réponse radio-induite de 
ces cellules, à l’aide des études de clonogénicité, a montré  la présence d’un profil 
radiorésistant avec :  
(i) une MID élevée, comprise entre 4 et 5,7 Gy, similaires à celle présentée 
par les gliomes de haut-grade humains radiorésistants, 
(ii) un ratio α/β inférieur à 2, associé à une résistance aux doses 




Ainsi, afin d’évaluer l’effet radiosensibilisant des NTC sur les lignées de gliome 
canin radiorésistantes, nous présenterons dans un premier temps la méthodologie 
utilisée pour cette deuxième étude puis nous présenterons les différents résultats 
obtenus concernant :  
 
(i) la capacité des NTC à pénétrer au sein des cellules tumorales 
 
(ii) l’effet perturbateur des NTC sur le cycle cellulaire  
 
(iii) l’aptitude des NTC à radiosensibiliser les différentes lignées cellulaires 























 Matériel et méthode 
 
a) Préparation des NTC 
 
(1) Synthèse des NTC  
 
Les Nanotubes de carbone utilisés dans le cadre de cette étude ont été 
synthétisés au CIRIMAT (Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingénierie des 
Matériaux) - UMR CNRS 5085 à Toulouse par Pierre Lonchambon, Assistant Ingénieur 
Chimie des Matériaux. Les NTC ont été produits selon la technique de CCVD, et suit 
le protocole établi dans la thèse universitaire de Clarisse Line (Line 2019). Elle utilise 
une poudre catalytique constituée d’un mélange de MgCoMoO dont les avantages 
sont décrits dans la partie bibliographique, dans la partie I) C) 3) a). Cette poudre 
permet la synthèse de NTC composés à 80% de DWNT dont l’extraction à l’acide 
chlorhydrique est facile et non destructrice. 
 
(a) Synthèse de la poudre catalytique 
 
Une poudre de catalyseur de composition élémentaire Mg0,99(Co3/4Mo1/4)0,01O a 
été utilisée pour la synthèse de DWCNT avec du méthane selon le protocole décrit par 
E. Flahaut (Flahaut et al. 2003). Cette poudre a été préparée par combustion citrique 
à partir des précurseurs suivants : 
- heptamolybdate d'ammonium tétrahydraté ((NH4)6Mo7O24, 4H2O),  
- nitrate de magnésium (Mg(NO3)2, 6H2O)  
- nitrate de cobalt (Co(NO3)2, 6H2O) 
L'acide citrique est dissous à 50-60 °C dans de l'eau désionisée. Puis, sous 
agitation, l’heptamolybdate d'ammonium tétrahydraté est ajouté suivi des deux autres 
précurseurs. Le chauffage et l'agitation ont été arrêtés après dissolution complète des 
précurseurs. La combustion citrique est dans un four à moufle à 550 °C et 15 minutes 
sont nécessaires pour achever la réaction redox exothermique et pour transformer la 
solution en un solide friable. Enfin, cette poudre est broyée manuellement afin d'en 
réduire le volume. La poudre obtenue est alors prête pour la calcination. 
La calcination de la poudre catalytique permet une élimination complète du 
carbone résiduel, la décomposition des nitrates métalliques et la formation d'oxydes 
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de cobalt et de molybdène. Cette calcination se réalise en plaçant la poudre dans un 
four à moufle à 450 °C pendant 1 heure sous flux d'air. Après cette étape, la poudre 
était prête à être utilisée pour la synthèse des CNT. 
 
(b) Synthèse des NTC avec du méthane par CCVD 
 
Une nacelle en alumine contenant 4 à 5 g de poudre catalytique 
Mg0,99(Co3/4Mo1/4)0,01O est placée au centre d'un réacteur en quartz. La synthèse des 
NTC va se réaliser dans ce réacteur placé dans un four tubulaire (Figure 29). 
Cette synthèse se décompose en 3 étapes : 
(i) Augmentation de la température jusqu'à 1000°C à une vitesse de 5°C.cm-1, 
sous atmosphère H2 et CH4 (18% CH4) avec un débit de 15L.h-1. Sous le flux 
de dihydrogène, le cobalt (II) est réduit de manière sélective et forme des 
nanoparticules de cobalt. Le méthane, qui fournit le carbone, peut alors être 
décomposé catalytiquement sur les nanoparticules de cobalt / molybdène. C'est 
ainsi que les DWCNT sont formés et le molybdène agit comme catalyseur et 
contribue à la décomposition de la source de carbone. 
(ii) Refroidissement jusqu'à 120°C à une vitesse de 5°C.min-1, sous atmosphère 
H2 et CH4 avec un débit de 15L.h-1. 
(iii) Rinçage du réacteur à l'azote (N2) jusqu'à atteindre la température ambiante 
pendant 20 minutes. Cette dernière étape permet d'éliminer toute trace d'H2 et 
de CH4 avant l’ouverture du réacteur. 
 
Figure 29 : Schéma du montage expérimental utilisé pour la synthèse de NTC par CCVD à partir de CH4. Les 
débits de gaz sont régulés à l'aide de débitmètres massiques (MFM). Une bouteille de lavage est placée à la sortie 
pour surveiller le débit de gaz et une autre pour éviter le reflux dans le réacteur tubulaire (d’après Line, 2019) 
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L'échantillon obtenu après la synthèse est une poudre noire compacte appelée 
poudre composite, contenant environ 12% de NTC en poids. Le reste correspond au 
support de magnésie et aux nanoparticules métalliques. Après cette synthèse, la 
poudre composite est broyée manuellement à l'aide d'une spatule. Plusieurs lots de 
synthèse sont mélangés afin d'obtenir un échantillon unique utilisé pour toutes les 
expériences à venir. 
 
(2) Extraction et rinçage des NTC 
 
Afin d’extraire 10mg de NTC, 100,6g de poudre composite est introduit dans un 
Erlenmeyer et humidifié avec 3-4 g d'eau désionisée avant d'ajouter lentement 5mL 
de HCl à 37% sous sorbonne. L’erlenmeyer est plongé dans un bain de glace car cette 
réaction est exothermique, puis le mélange est soniqué (agité par des ultrasons) dans 
un bain à ultrasons pendant 10 min. La dissolution de MgO, Co et Mo donne une 
coloration bleu-vert à la solution. Le mélange est ensuite placé sous sorbonne pendant 
une nuit afin de parvenir à une dissolution complète des nanoparticules métalliques 
accessibles. Puis la solution est ensuite filtrée sur une membrane en nitrate de 
cellulose (Merck Millipore, 0,45 µm). Enfin, les NTC sont rincés plusieurs fois avec de 
l'eau désionisée jusqu'à atteindre le pH de l’eau désionisée. Les NTC vont pouvoir être 
fonctionnalisés par du gadolinium ou dispersés directement dans du milieu de culture. 
Le HCl n'étant pas oxydant, l’extraction n’endommage pas la structure du NTC. 
Cependant, elle ne permet pas l'élimination des particules métalliques encapsulées 
dans des coques de carbone, ou toute autre forme de carbone (carbone désorganisé).  
 
(3) Fonctionnalisation endoédrique des NTC par du chlorure 
de gadolinium 
 
Les NTC sont mélangés dans un mortier avec une quantité de GdCl3 afin 
d’obtenir un rapport molaire GdCl3/NTC de 1,3. Puis ce mélange de GdCl3-NTC est 
introduit dans deux ampoules en verre placées sous vide. Le mélange et le 
remplissage des ampoules se fait dans une tente sous N2 pour éviter la contamination 
de l'eau et de l'air. Puis l’ampoule est purgée avec du N2 trois fois consécutives avant 
d'être laissée sous vide pendant 1h et scellée. 
 
L’ampoule va alors être placée dans un four et subir le traitement thermique suivant : 
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- Augmentation de la température ambiante à 639°C à 5°C.min-1,  
- Maintien de la température à 639°C pendant 24h, 
- Diminution de 639 °C à 589 °C à 0,1°C.min-1, 
- Diminution de 589 °C à 489 °C à 1°C.min-1, 
- Diminution de 489 °C à température ambiante à 5°C.min-1 
L’ampoule est ouverte et le mélange obtenu est lavé avec 200mL d'un mélange 
HCl (37%) / H2O (50/50) cinq fois afin d'éliminer le GdCl3 en excès. L'échantillon final 
est ensuite congelé et séché par lyophilisation. Ces NTC fonctionnalisés avec du 
gadolinium seront nommés gadoNTC dans la suite de cette présentation.  
 
(4) Dispersion des NTC 
 
Les NTC et gadoNTC vont être mis en suspension dans un milieu de culture 
cellulaire DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (GibcoTM) complété avec 10% 
de SVF et 100 unité/mL de pénicilline/streptomycine (Gibco-BRL). Les protéines 
présentes dans le SVF vont s’adsorber aux NTC et permettre d’augmenter leur 
solubilité de manière à avoir une suspension de NTC durable. La concentration finale 
des solutions mères de NTC et gadoNTC seront de 100 mg/L : 10mg de NTC vont 
ainsi être dispersés dans 100mL de DMEM.  
Dans un flacon de 250mL, 50mL de DMEM est ajouté aux 10mg de NTC. Cette 
suspension est placée 30 minutes à l’ultra turax (petit diamètre) à la vitesse maximale. 
Puis 50mL de DMEM est ajouté pour atteindre la concentration souhaitée. Afin de 
disperser efficacement les NTC, une sonde ultrasonique (Vibra Cell 75042, 20 kHz, 
500 W, tige de 12,5 mm de diamètre) est immergée dans la suspension durant 30 min 
à 30 % d’amplitude 3s ON / 3s OFF. 
L'agitation moléculaire provoquée par le turax et la sonde ultrasonique 
nécessite de placer le flacon dans un bain de glace, afin de limiter l’augmentation de 
la température et améliorer de l'efficacité de la dispersion. 
 
b) Évaluation de la pénétration des NTC dans les cellules de gliomes canins 
 
(1) Microscopie biphotonique 
 
Afin d’évaluer la pénétration des NTC dans les cellules, l’utilisation de la 
microscopie biphotonique est un outil adapté car elle permet de faire des coupes en Z 
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des cellules. Ainsi, elle permet de localiser précisément les NTC, et discriminer les 
NTC qui sont intracellulaires, de ceux qui sont présents dans le milieu extracellulaire. 
Par ailleurs, cette technique utilise la fluorescence des NTC pour pouvoir les détecter 
dans les cellules marquées au DAPI (Di Aminido Phenyl lndol) ou au PI (Iodure de 
Propidium). L’analyse au microscope biphotonique a été réalisée en partenariat avec 
le Dr. Élizabeth Bellard, de l’IPBS (Institut de Biologie et Pharmacologie Structurale).  
L’observation de la pénétration des NTC s’est faite sur les lignées cellulaires 
fixées et vivantes. Pour cela, elles ont été ensemencées dans différentes chambres 
de culture :  
- Les cellules destinées à être observées fixées sont cultivées dans des LAB-
TEK I sur lame à 8 compartiments, 
- Les cellules observées vivantes sont cultivées dans des chambres de culture 
LAB-TEK I sur lamelle à 8 compartiments, afin de permettre une observation en 
microscopie inversée. L’exposition des cellules au NTC ou gadoNTC est décrite selon 
le protocole suivant pour l’étude des cellules fixées et est schématisée sur le tableau 
6 :  
- Mise en culture de 5x104 cellules par chambre de culture pendant 1 
heure, sur une LAB-TEK I sur lame 
- Retrait du milieu de culture et dépôt des NTC aux concentrations de 0, 
1, 5, 10, 20, 50 et 100 µg/ml 
- Incubation à 37°C, à 5% de CO2 pendant 12 heures 
- Retirer les NTC par aspiration et rincer avec 200µL de PBS trois fois 
- Déposer 200µL de PFA à 4%, pendant 20 minutes à température 
ambiante 
- Retirer le PFA et rincer avec 200µL de PBS trois fois 
- Dépôt de 20µL DAPI ou IP dilué au 1/100ème dans du PBS, pendant 10 
minutes à l’obscurité 
- Retirer le marqueur et rincer avec 200µL de PBS trois fois 
- Déposer une lamelle avec le liquide de montage CMF3 et souder la 
lamelle à la lame.  
 
Pour l’étude des cellules vivantes, le protocole est identique :  
- Mise en culture de 5x104 cellules par chambre de culture pendant 1 
heure sur une LAB-TEK I sur lamelle 
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- Retrait du milieu de culture et dépôt des NTC aux concentrations de 0, 
1, 5, 10, 20, 50 et 100 µg/ml 
- Incubation à 37°C, à 5% de CO2 pendant 12 heures 
Une fois montées sur lame, ou après exposition aux NTC pendant 12 heures, les 
cellules ont été observées au microscope biphotonique à l’IPBS. 
Les images obtenues ont ensuite été analysées par le logiciel libre FIJI qui permet de 
reconstituer les images en 3D (Schindelin et al. 2012). 
 


















(2) Spectroscopie Raman 
 
La spectroscopie de Raman a été réalisée par Charlotte Allard, de l’Université 
de Montréal, sous la direction de Pr Richard Martel. Seule la lignée J3T a pu être 
étudiée avec la spectroscopie Raman.  
Les cellules ont été cultivées sur une lame  LAB-TEK I  selon le même protocole cité 
ci-dessus pour étudier les cellules fixées. Elles ont été exposées aux mêmes 
concentrations de gadoNTC. L’image du signal Raman a été obtenue en extrayant 
l’image à 1585 cm−1, caractéristique de la bande G et en y soustrayant 
l’autofluorescence des cellules.  
 
c) Évaluation de la cytoxicité des NTC 
 
(1) Évaluation au bleu de trypan 
 
La viabilité cellulaire des cellules de gliomes canins a également été évaluée 
par le test au bleu de trypan. Le test d'exclusion de colorant est basé sur le principe 
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que les cellules viables possèdent des membranes cellulaires intactes qui excluent 
certains colorants, tels que le bleu de trypan. Ainsi au microscope optique, les cellules 
viables apparaissent non colorées et les cellules mortes apparaissent colorées en 
bleu. Après une exposition de 24, 48 et 72 heures à différentes concentrations de NTC 
(1, 5, 10, 20, 50 et 100 µg/ml), les cellules sont rincées deux fois avec du PBS, puis 
500µL de trypsine à 37°C est ajouté pendant 5 minutes, puis on ajoute 1,5ml de 
DMEM. Enfin 20 µL de suspension cellulaire est prélevé et dilué avec du bleu de trypan 
avec un rapport 1 : 1. 
La viabilité cellulaire est déterminée au microscope optique, et elle est exprimée 
en pourcentage de cellules viables non colorées sur le total des cellules analysées. 
 
(2) Évaluation au WST-1 
 
Les cellules de gliome canin sont ensemencées en triple exemplaire dans des 
microplaques à 96 puits à une densité de 5 000 cellules par puits. Après 4 heures de 
culture, elles sont exposées à différentes doses de NTC (1, 5, 10, 20, 50 et 100 µg/ml) 
pendant 24, 48 et 72 heures. Au moment indiqué, les puits sont vidés, rincés deux fois 
par 200µL de PBS, puis on dépose 100µL de DMEM avec 10µL de réactif WST-1 
(Roche Diagnostics) pendant 2h à 37°C, à l’obscurité. Le colorant formazan est 
quantifié à 450 nm à l'aide d'un lecteur de plaque (FLUOstar Optima, BMG Labtech). 
L’évaluation de la cytotoxicité cellulaire au WST-1 a été préférée au test au 
MTT, car il a été démontré que les NTC peuvent interagir avec le MTT et induire une 
fausse toxicité à des concentrations élevées en NTC (Guadagnini et al. 2015). 
 
d) Étude du cycle cellulaire 
 
Les cellules J3T ont été exposées à différentes concentrations de NTC (0, 1, 10 
et 50µg/ml) pendant 24 heures. Puis elles ont été fixées dans de l'éthanol glacé à 70% 
pendant 1 heure à 4°C. Après lavage, le culot cellulaire est remis en suspension dans 
un tampon de coloration à l'iodure de propidium (PI) (50µg/ml de PI, 10µg/ml de RNAse 
A) et incubé pendant 15 min à 37°C. La teneur en ADN a été analysée par cytométrie 
en flux (cytomètre BD AccuriTM C6). Le pourcentage de cellules en phases sub-G1, 




e) Étude de l’effet radiosensibilisant des NTC 
 
Plusieurs protocoles ont été étudiés pour évaluer l’effet radiosensibilisant des 
NTC.  
(1) Test de survie SF2 
 
Les lignées cellulaires de gliome canin sont exposées à différentes 
concentrations de NTC (0, 20 et 50µg/ml) pendant 24 heures. Le milieu est ensuite 
retiré, les cellules dissociées et elles sont ensemencées à 1, 2, 4, 5, ou 7 cellules par 
puits dans une plaque 96 puits, dans 150µL de DMEM. 
Il faut 2 plaques 96 puits par condition et pour chaque condition, deux plaques 
seront irradiées et deux plaques ne le seront pas. Ainsi, pour cette étude, il y a 6 
conditions au total, soit 60 plaques 96 puits à préparer par lignée cellulaire étudiée. La 
moitié des plaques sont irradiées à 2Gy avec le Gamma-cell Exactor 40 (Nordion, 
Ottawa, ON, Canada), puis elles sont placées à l’incubateur. Après 10 jours de culture, 
le milieu est retiré, 20µL de fixateur FAA (Formalin - Acide Acétique - Alcool) est 
déposé dans le puits, puis ils ont rincés et colorés par 0,1% de cristal violet. Les puits 
positifs, ceux où une colonie s’est développée, sont reportés dans un tableur. 
L’exploitation des résultats se fait en traçant un graphique avec en abscisse le 
nombre de cellules par puits et en ordonnées la valeur correspondant à la formule 
suivante : ln	(!"#$%	'#()%*+ ) 
La valeur du SF2 correspond au rapport des pentes de la série irradiée sur la 
série non irradiée.  
 
(2) Test de clonogénicité 
 
Deux protocoles de clonogénie ont été évalués :  
- Protocole A : les lignées cellulaires sont exposées à différentes 
concentrations de NTC (0 et 50 µg/ml) pendant 24 heures puis le milieu 
contenant les NTC est remplacé par du DMEM, les cellules sont 
trypsynées et 1500 cellules sont ensemencées dans des boites de 
culture, 
- Protocole B : Les lignées cellulaires sont ensemencées à 1500 cellules 
dans des boites de cultures. Après 12 heures de culture, le milieu est 
retiré et est remplacé par du DMEM associé à des NTC à différentes 
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concentrations (1 et 5 µg/ml), et les cellules seront exposées pendant 
10 jours aux NTC 
Une fois les cellules ensemencées à 1500 cellules par boite de culture, la suite 
du protocole est identique à celui présenté dans la partie II) A) 3) 6). 
Ainsi, les cellules du protocole B vont rester au contact des NTC pendant 
l’irradiation et pendant toute la période où les colonies cellulaires vont se développer. 
 
 Résultats  
 
a) Évaluation de la pénétration des NTC dans les cellules de gliome canin 
 
(1) Microscopie biphotonique 
 
La microscopie biphotonique réalisée sur les différentes lignées de gliome canin 
a permis de mettre en évidence la présence de NTC localisés dans le compartiment 
cellulaire. Deux colorants ont été utilisés pour colorer la cellule et aider à la localisation 
des NTC : le DAPI et l’IP. Ces deux molécules fluorescentes vont se fixer à l’ADN et 
colorer le noyau intensément en bleu pour le DAPI et en rouge pour l’IP. On retrouve 
aussi des traces de fluorescence dans le cytoplasme cellulaire ce qui permet de bien 
délimiter le contour cellulaire.  
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Le marquage cellulaire au DAPI visible sur la Figure 30 ci-dessous montre une 
coloration marquée du noyau. On peut observer un amas de NTC pointé par la flèche 
orange sur la Figure 30. Un bruit diffus présent dans le cytoplasme de la cellule est 
indiqué par la flèche blanche. Ceci est causé par un chevauchement des spectres 
d’émission du DAPI, où le pic d’émission maximal est de 456 nm, avec un épaulement 
vers le vert et celui des NTC, compris en 500 et 550 nm. Ainsi, la distinction entre le 
DAPI et les NTC peut être difficile. 
 
 Pour pallier ce problème, un autre colorant a été utilisé : le Iodure de Propidium. 
Cette molécule fluorescente a l’avantage d’avoir un spectre d’émission décalé vers le 
rouge, dont le pic d’émission maximal est de 636nm. Ainsi, les deux spectres 
d’émission des NTC et de l’IP seront bien distincts et le bruit sera limité.  
Figure 30 : Image en microscopie biphotonique d'une cellule J3T 
cultivée avec des NTC à 20µg/ml, et marquage nucléaire au DAPI. 
On distingue le noyau marqué en bleu, ainsi qu’un amas de NTC 




 L’observation des différentes cellules de gliome canin au microscope 
biphotonique avec le marquage à l’IP permet de mettre en évidence la présence de 
NTC et de gadoNTC dans le compartiment cellulaire, avec toutes les concentrations, 
y compris aux plus faibles dilutions (Figure 31). La microscopie biphotonique permet 
de faire des coupes en Z : cela permet d’évaluer avec précision l’épaisseur cellulaire 
et d’avoir une localisation des NTC et gadoNTC. On peut ainsi avoir une appréciation 
qualitative de la pénétration des NTC : plus la concentration d’exposition aux 
NTC/gadoNTC augmente, plus ils sont présents en position intracellulaire. 
  
Ces lignées cellulaires ont aussi été observées vivantes par microscopie 
inversée. Concernant la distribution des NTC et gadoNTC, on retrouve exactement les 
mêmes images qu’avec les cellules fixées. Plus les cellules ont été exposées à des 
concentrations élevées de nanotubes de carbone, plus on en retrouve dans le cytosol 
de la cellule. Cependant, l’observation des cellules vivantes apporte une information 
supplémentaire. En effet, dans les minutes suivant l’observation des cellules au laser, 
des modifications cellulaires importantes étaient observées, avec l’apparition de 
vacuoles compatibles avec une mort cellulaire induite par le laser (Figure 32). Aucune 
mort cellulaire n’a été observée avec les cellules non-exposées aux NTC. Il semble 
donc que cette mortalité ait été induite par une interaction entre le faisceau laser et les 
NTC. 
Figure 31 : Images obtenues par microscopie biphotonique de différentes lignées de gliomes avec des 
concentrations de NTC a) J3T-Bg avec 50µg/ml de NTC b) Raffray avec 20µg/ml de NTC c) agrandissement de 





Figure 32 : Images de cellules J3T vivantes observées au microscope inversé, exposée à une 
concentration de NTC de 20µg/ml. Les cellules sont marquées à l’IP (rouge), les NTC sont en verts. 
Les flèches blanches indiquent les vacuoles qui apparaissent lors de l’induction de la mort cellulaire. 
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(2) Spectroscopie Raman 
 
La spectroscopie Raman des cellules J3T, exposées à différentes 
concentrations de gadoNTC arrive à les détecter avec l’apparition d’un pic marqué à 
1595 cm-1, caractéristique de la bande G des NTC (Figure 33). On peut remarquer 
dans chaque échantillon, un pic Raman autour de 1610cm-1, indépendant des NTC. 
La quantité de gadoNTC visibles sur les échantillons est corrélée à l’augmentation de 
la concentration d’exposition. Les données à plus basses concentrations sont plus 
difficiles à analyser du fait de la présence d’artefacts provenant de l’échantillon et du 
montage, mais on parvient tout de même à identifier des zones présentant du signal 




Figure 33 : a) et b) Résultats Raman des J3T, non exposées aux NTC c) et d) Résultats Raman des J3T exposées 
à 20 µg/ml de gadoNTC. Flèche bleue : Pic Raman d’origine inconnue ; Flèche Rouge : Pic Raman spécifique de 
la bande G des NTC 
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b) Évaluation de la cytotoxicité des NTC 
 
(1) Évaluation de la cytotoxicité au bleu de trypan 
 
En utilisant une gamme de concentrations allant de 1 à 100µg/ml, l’évaluation 
au bleu de trypan ne montre pas de cytoxicité des NTC que ce soit après 24, 48 et 72 
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Figure 34 : Courbes de survie des 5 lignées cellulaires de gliome 
canin avec le bleu de trypan (barre erreur : écart-type) 
153 
 
(2) Évaluation au WST1 
 
L’évaluation de la cytotoxicité via le dosage colorimétrique WST-1 montre pour 
les lignées J3T et J3T-Bg, l’apparition d’une toxicité modérée pour les doses de 20, 50 
et 100µg/ml, après 72 heures d’exposition aux NTC (Figure 35). Pour des expositions 
à 24 et 48 heures, aucune concentration de NTC ne montre d’effet cytotoxique. 
 
 
Concernant les lignées SDT3, G06A et Raffray, l’exposition à différentes 
concentrations de NTC n’entraîne aucune cytoxicité des cellules jusqu’à 72 heures 
d’exposition (Figure 36). On peut noter dans certains cas un pourcentage de survie 
supérieur à 100%. Ceci s’observe dans les cas où les cellules ont une croissance 






















Concentration en NTC (!g/ml)






















Concentration en NTC (!g/ml)




Figure 35 : Courbes de survie des lignées J3T et J3T-Bg au test colorimétrique WST1 à différentes concentrations de NTC, 
pendant 24, 48 et 72 heures d’exposition (barre erreur : écart-type) 
Figure 36 : Courbes de survie des lignées SDT3 et G06A au test colorimétrique WST1 à différentes concentrations de NTC, 
pendant 24, 48 et 72 heures d’exposition (barre erreur : écart-type) 
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c) Évaluation de l’effet de NTC sur le cycle cellulaire 
 
Le protocole pour évaluer le cycle cellulaire a nécessité de nombreuses mises 
au point afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules à analyser. Les difficultés de la 
mise au point de ce protocole seront présentées dans la discussion des résultats de 
cette deuxième partie expérimentale.  
Une seule lignée de gliome canin a été utilisée pour réaliser cette étude 
préliminaire : la lignée de gliome canin J3T. 
Les données obtenues par la technique de  
cytométrie en flux avec de l’iodure de propidium sont 
présentées sur la Figure 37 ci-contre, pour les cellules 
non exposées aux NTC. Ces données ont par la suite 
été analysées par le logiciel BD Accuri C6, et sont 
présentées dans la Figure 38.  
L’analyse du cycle pour cette lignée montre une 
augmentation de la proportion de cellules bloquées 
dans la phase du cycle G2/M. En effet, pour des doses 
de 50 µg/ml, la proportion de cellules dans cette phase 
augmente de 8% par rapport aux cellules non exposées 
aux NTC. Des études supplémentaires seront 
nécessaires pour confirmer ou infirmer ce blocage dans la phase G2/M pour la lignée 













Figure 37 : Analyse du cycle cellulaire par 
cytométrie en flux de la lignée J3T sans 























Figure 38 : Distribution des phases du cycle cellulaire de la lignée J3T, exposée à 
des concentrations croissantes de NTC (0, 1, 10 et 50µg/ml de NTC) 
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d) Étude de la radiosensibilisation de la lignée cellulaire de gliome canin J3T par les 
NTC 
 
(1) Calcul des valeurs SF2 
 
L’étude de la radiosensibilisation de la lignée J3T par les NTC est réalisée par 
un test de clonogénicité qui va permettre de comparer la pente d’une « série  » sans 
















A partir des courbes de radiosensibilité, la SF2 (fraction survivante de cellules 
suite à l’irradiation d’une dose unique de 2Gy) qui est extraite permet de caractériser 
la radiosensibilité d’une lignée cellulaire.  
Les valeurs de SF2 avec et sans exposition aux NTC pour la lignée J3T sont 
présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 7). Les données obtenues avec le 
test de clonogénicité ne montrent pas d’effet radiosensibilisant des NTC. La dose de 
20µg/ml semble augmenter de manière significative la fraction de cellules survivantes 
à la dose de 2Gy, et aurait ainsi l’effet contraire à celui attendu. 
 
Tableau 7 : Valeurs SF2 pour la lignée J3T, exposée à différentes doses de NTC 
SF2 de la lignée J3T (en pourcentage +/- écart-type) 
Cellules sans NTC 
Cellules exposées à 20µg/ml 
de NTC 
Cellules exposées à 50µg/ml 
de NTC 





y = -0,3082x + 0,1211

















Nombre de cellules par puits
Courbe SF2 - J3T- 50µg/ml 
50µg/ml non irradiées
50µg/ml irradiées





(a) Protocole A 
 
Ce protocole vise à étudier l’effet radiosensibilisant des NTC auprès de la lignée 
J3T après une exposition de 24 heures aux NTC. Le milieu est remplacé par du DMEM 
seul, les cellules sont trypsinées puis irradiées 
Les résultats pour ce premier protocole sont présentés sur le tableau 8 et la figure 40 
ci-dessous. Il n’apparaît pas de différences significatives entre le lot témoin et le lot 
exposé à la dose de 50µg/ml de NTC pendant 24 heures.  
 
Tableau 8 : MID de la lignée J3T exposée ou non à une dose de  50µg/ml de NTC 
MID (en Gy) 
Témoin J3T + 50µg/ml de NTC 






Suite aux résultats obtenus avec ce protocole, un second protocole a été mis 
en place et est présenté ci-dessous. 
 
(b) Protocole B 
 
Le protocole B est une adaptation du protocole A et consiste à laisser les NTC 
au contact des cellules tumorales pendant et après l’irradiation afin d’être au plus 
proche des conditions d’utilisation potentielles où les NTC resteraient in situ. Pour cela, 






















Courbe de survie J3T
Témoin
NTC (50microg/ml)
Figure 40 : Courbe de radiosensibilité des cellules J3T en fonction des doses 
d'irradiation, selon leur exposition aux NTC 
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ils entrainaient un augmentation de la mortalité cellulaire sur des durées d’ exposition 
d’une semaine. Ainsi, des doses d’exposition réduites ont été utilisées pour ce second 
protocole, les cellules J3T ont été exposées à des doses de 1 et 5 µg/ml de NTC. 
Les résultats de ce protocole sont présentés dans le tableau ci-dessous et il n’y 
a aucune différence entre les MID des cellules exposées à 1 et 5 µg/ml et les cellules 
témoins.  
 
Tableau 9 : MID de la lignée J3T exposée ou non à 1 et 5µg/ml de NTC 
MID 
Témoin 1&g/ml de NTC 5&g/ml de NTC 




Parce qu’ils sont responsables de l’augmentation de la proportion de cellules 
en phase G2/M, phase la plus radiosensible du cycle cellulaire (Fiorito et al. 2014), les 
nanotubes de carbone (NTC) pourraient être radiosensibilisants. De plus, au contact 
des cellules, les NTC sont responsables de la production de radicaux oxygénés 
(Meunier et al. 2012), ce qui rend les cellules tumorales plus sensibles à la 
radiothérapie. À l’heure actuelle, aucune étude ne s’est intéressée à la capacité des 
NTC à radiosensibiliser les tumeurs, notamment les gliomes. Ainsi, cette étude vise à 
évaluer l’effet radiosensibilisant des NTC sur des lignées cellulaires de gliomes canins 
de haut-grade, car le Chien pourrait représenter un modèle d’étude pré-clinique pour 
l’Homme si cette stratégie prouve son efficacité in vitro.  
Des études préliminaires ont été nécessaires avant d’évaluer l’effet 
radiosensibilisant des NTC :  
- Détermination d’une dose de NTC non toxique pour les cellules de 
gliome canin à l’aide de différents tests de cytotoxicité. Aucune 
cytotoxicité n’a été observée jusqu’à des concentrations de 50 &g/ml 
après 48 heures d’exposition. 
 
- Évaluation de la capacité des NTC à pénétrer dans les cellules de gliome 
canin. Les NTC et les gadoNTC sont capables de pénétrer dans toutes 
les lignées de gliome canins après 12 heures d’exposition, y compris 




- Évaluation de l’effet des NTC sur le cycle des cellules de gliome canin 
avec recherche d’un blocage en phase G2/M: l’étude du cycle cellulaire 
sur la lignée J3T a montré une augmentation de 8% des cellules dans la 
phase G2/M.  
 
L’étude de la pénétration des NTC dans les cellules de gliome canin à l’aide de 
la microscopie biphotonique a montré une pénétration efficace des NTC au sein du 
compartiment cellulaire. En effet, les NTC et les gadoNTC ont pu être localisés dans 
le milieu intracellulaire pour toutes les concentrations étudiées. La majorité des cellules 
observées présentaient des NTC internalisés dans leur cytoplasme. Cependant, cette 
étude n’a observé l’internalisation des NTC que pour un temps donné, après 12 heures 
d’exposition, et ne propose pas de cinétique d’internalisation. De plus, la microscopie 
biphotonique n’apporte que des données qualitatives mais elle ne permet pas 
d’évaluer la quantité de NTC présents dans la cellule. Les données de la littérature 
montrent que les NTC pénètrent rapidement dans les cellules : dès 4 heures post-
exposition, les NTC se localisent dans le milieu intracellulaire (Kafa et al. 2015). La 
cytométrie en flux (CMF) est une approche permettant une analyse quantitative de la 
pénétration et la distribution des NTC au sein des cellules. En effet, couplés à des 
fluorophores tels que du FITC, ces NTC peuvent facilement être détectés et quantifiés 
par CMF (Summers et al. 2017). Une autre approche quantitative repose sur la 
microscopie à perfusion, qui permet d’étudier les mouvements des NTC dans les 
cellules. Ainsi, les NTC couplés à des fluorophores, peuvent être suivis sous 
microscope dans les cellules vivantes, ce qui donne des données précises sur la 
pénétration et l’accumulation des NTC au sein des cellules (Jin, Heller, Strano 2008). 
 
L’observation au microscope biphotonique a permis de visualiser l’effet 
photothermique décrit dans la revue bibliographique de ce travail de thèse, à l’échelle 
d’une cellule (Liang et al. 2014). Dans les minutes suivant l’excitation des NTC par les 
photons du laser, des modifications cellulaires importantes sont apparues, avec une 
perte de la morphologie des cellules et l’apparition des vacuoles à leurs surfaces. Cet 
effet photothermique a été évalué dans d’autres études où des NTC ont été 
fonctionnalisés pour cibler des cellules souches de GBM CD133+, et la photothermie 
a permis d’éliminer spécifiquement ces cellules (Wang et al. 2011). Une étude de Lu 
et al., de 2019, a utilisé la thérapie photothermique pour cibler des cellules tumorales 
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de pancréas sur un modèle rongeur. Ces NTC fonctionnalisés pénétraient 
spécifiquement dans les cellules tumorales et l’exposition des NTC au laser était 
associée à une augmentation de la température locale supérieure à 45°C. Par ailleurs, 
ils ont démontré que l’excitation des NTC au sein des cellules par photothérapie, 
entraînait une forte augmentation de la production de radicaux libres dans la cellule 
qui pouvait avoir un effet supplémentaire en plus de l’effet thermique dans l’activité 
anti-tumorale des NTC (Lu et al. 2019).  
 
Les tests de cytotoxicité au bleu de trypan et au WST-1 n’ont pas montré d’effets 
cytotoxiques, sur les différentes lignées de gliomes canins. Au-delà de 50 &g/ml, après 
48 heures d’exposition, une cytotoxicité des NTC sur les cellules est mise en évidence. 
Des études complémentaires sont nécessaires pour évaluer les mécanismes associés 
à cette mort cellulaire. De nombreux mécanismes peuvent être impliqués dans la 
mortalité cellulaire liée à l’exposition aux NTC tels que l’apoptose qui peut être évaluée 
par le dosage à l’Annexine V et des caspases, ou l’autophagie, qui peut être évaluée 
par le dosage du LC3 (microtubule-associated protein 1 light-chain 3) ou par la 
coloration à l’Acridine Orange des vésicules autophagiques (Nerl et al. 2011; Romano-
Feinholz et al. 2017). Des études in vitro sur cellules de gliome de rats ont montré 
l’induction d’apoptose suite à l’exposition à différents types de MWNT.   
L’étude du cycle cellulaire montre une légère augmentation de la proportion des 
cellules dans la phase du cycle G2/M, similaire à celle observée dans l’étude de Fiorito 
et al, en 2014. Ceci laisserait supposer que les NTC pourraient potentiellement 
radiosensibiliser les gliomes canins. Cependant, d’autres mécanismes pouvant 
entraîner une radiosensibilisation cellulaire auraient pu être évalués telles que la 
production de ROS (Lu et al. 2018) ou l’inhibition des enzymes de réparation de l’ADN. 
Dans la continuité de l’étude de Fiorito qui avait montré une augmentation de la 
production de radicaux libres des cellules d’adénocarcinome colique de rat au contact 
des NTC (Fiorito et al. 2014), il aurait ainsi été intéressant de mesurer la production 
de ROS dans les différentes lignées de gliomes canins à différentes concentrations de 
NTC. Une étude de 2017 concernant l’exposition de cellules de gliomes de rat à des 
MWNT n’avait pas montré d’augmentation de la production de ROS suite une 
exposition pendant 24 heures à une concentration de 50&g/ml. Enfin, les NTC sont 
capables d’interagir avec l’ADN (Öner et al. 2018) ou des enzymes de réparation telles 
que l’enzyme APE1. Cette inhibition par encombrement stérique limite les réparations 
de lésions de l’ADN (Kumari et al. 2016). Ainsi, d’autres mécanismes de réparation de 
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l’ADN pourraient être modifiés en présence de NTC. Dans l’évaluation de la sensibilité 
à la radiothérapie, l’évaluation des cassures double brin et l’analyse des foyers γH2AX 
associés à ces réparations sont fréquemment étudiées (Mah, El-Osta, Karagiannis 
2010). L’analyse des foyers γH2AX, avec et sans NTC, lors d’irradiation des lignées 
cellulaires de gliomes canins aurait fourni des données supplémentaires quant à 
l’évaluation de l’effet des NTC sur des mécanismes permettant la radiosensibilisation 
cellulaire.  
 
Enfin, l’évaluation de l’effet radiosensibilisant des NTC avec la lignée J3T, n’a 
pas montré d’effet significatif par rapport aux cellules non exposées. Des 
manipulations supplémentaires (γH2AX, production de radicaux libres, mécanismes 
d’apoptose) citées ci-dessus auraient pu être faites en complément de l’analyse du 
cycle cellulaire afin d’évaluer précisément le pouvoir radiosensibilisant des NTC et 
comprendre l’absence d’effet radiosensibilisant. Par ailleurs, cette étude aurait pu être 
complétée par l’utilisation de lignées de gliomes humains pour lesquelles la réponse à 
la RT et les paramètres radiobiologiques sont connus. Les protocoles auraient pu être 
réalisés sur une lignée cellulaire radiosensible et une lignée cellulaire radiorésistante, 
afin d’essayer de mettre en évidence des différences de réponse au traitement 
associant RT et NTC. 
 
 Perspectives futures 
 
La caractérisation des lignées de gliome canins réalisée dans la première partie 
de cette étude expérimentale fournit à la communauté scientifique une base de 
données complètes pour des études ultérieures. Cependant, cette caractérisation 
pourrait se compléter par une étude des SNP de ces lignées, afin d’obtenir des 
données précises concernant leur profil génétique. De plus, ces cellules n’ont été 
étudiées que dans des conditions adhérentes, or elles peuvent aussi être cultivées 
dans des milieux permettant la formation de neurosphères, (Stoica et al. 2009b). Ces 
neurosphères, enrichies en cellules souches de GBM auront des propriétés de 
radiorésistance et d’invasion in vivo différentes des cellules adhérentes. Il serait ainsi 
intéressant d’effectuer cette caractérisation supplémentaire.  
L’évaluation préliminaire de la cytoxicité des NTC sur la lignée J3T n’a pas 
montré d’effet radiosensibilisant. Cependant, des études élargies aux autres lignées 
cellulaires de gliome canins et humains sont nécessaires afin de confirmer ou infirmer 
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les résultats préliminaires. Par ailleurs, la cytotoxicité des gadoNTC sur les lignées 
cellulaires n’a pas pu être évaluée sur les lignées de gliome canins et devra être 
réalisée à l’avenir. De nombreuses études ont montré que l’injection de différents types 
de NTC dans l’encéphale ne montre pas de toxicité chez la souris. Ainsi, s’ils ne 
présentent pas d’effet cytotoxique sur les cultures in vitro, l’injection intracrânienne de 
gadoNTC dans le cerveau de souris de laboratoire sera une étape supplémentaire à 
réaliser pour évaluer leur détection en IRM. Une fois les tests effectués sur cerveaux 
de souris, il faudra évaluer la toxicité de l’injection intracrânienne des NTC ainsi que la 
visualisation des gadoNTC en IRM chez le Chien sain, dans l’optique d’une approche 
diagnostique et/ou thérapeutiques chez des chiens atteints de gliomes.  
 
Les images IRM seront réalisées sur la plateforme INSERM IRM haut champ 
3T recherche du Pavillon Baudot au CHU de Purpan avec l’équipe DEVIN 
(DEveloppement et Validation de biomarqueurs en IRM et médecine Nucléaire) de 
l’unité ToNIC (Toulouse NeuroImaging Center) (UMR INSERM UPS 1214). Cette 
équipe a mis au point toutes les séquences IRM nécessaires à la visualisation de 
l’encéphale de chien que ce soit in vivo et ex vivo (Figure 41). Ces séquences ont été 
effectuées sur Beagles sains (Boucher 2019). Nous pourrons donc évaluer la 
visualisation in vivo et ex vivo des gadoNTC dans l’encéphale de chien et ensuite la 
valider par histologie. 
 
 
Figure 41 : Images IRM 3T en pondération T1 (à gauche) et T2 (à droite) réalisées à la plateforme INSERM (Pavillon Baudot, 
CHU Purpan) d’un chien Beagle anesthésié. 
162 
 
Une fois que l’innocuité et l’efficacité des gadoNTC seront démontrées, la 
dernière étape sera de proposer cette thérapie sur des chiens atteints de gliomes. 
Pour proposer une telle thérapie aux propriétaires, il faut s’assurer d’imager les 
animaux dans les meilleures conditions possibles, notamment en minimisant les 
risques lors de l’anesthésie. C’est pour cela que l’équipe DEVIN va acquérir d’ici la fin 
de l’année 2020 une machine d’anesthésie volatile amagnétique compatible avec 
l’IRM 3T de la plateforme d’imagerie de Purpan. Enfin, étant donné la rareté des chiens 
atteints de gliomes, nous nous sommes rapprochés de cliniques vétérinaires de 
référence du Grand Sud-Ouest (6 centres) afin d’obtenir un recrutement nécessaire à 
cette étude (recrutement total possible au CHUV de l’ENVT et dans les 6 centres 
vétérinaires : 15 cas sur 18 mois).  
En parallèle de cette étude, il serait également intéressant d’explorer d’autres 
modalités d’imagerie fonctionnelle utiles en neuro-oncologie, telles que l’Imagerie de 
Spectroscopie par Résonance Magnétique (ISRM) ou l’IRM de diffusion. Ce sont des 
techniques non invasives et non ionisantes qui utilisent les outils de l’IRM 
conventionnelle pour évaluer respectivement la concentration/distribution spatiale de 
métabolites tissulaires et la densité́ cellulaire. La mise en évidence par ISRM de 
différences de concentrations en métabolites dans la tumeur par rapport au tissu 
nerveux sain permet de fournir des informations pertinentes quant au processus 
pathologique. Le ratio Choline (Cho, composé membranaire) sur N-Acetyl-Aspartate 
(NAA, neurotransmetteur) supérieur à 2 (CNR2) est ainsi considéré comme un outil de 
référence pour mettre en évidence des infiltrations tumorales métaboliquement actives 
non objectivées avec les séquences anatomiques d’IRM. Seulement quelques 
données sont disponibles dans la littérature concernant l’ISRM chez le Chien, sur 
cadavres ou chiens atteints de tumeurs intracrâniennes (Martin-Vaquero et al. 2012; 
Stadler et al. 2014). Les protocoles d’acquisition en ISRM ont été établis sur Beagle 
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sain, au sein de l’équipe DEVIN et pourront être utilisés pour des chiens présentant 
des tumeurs cérébrales (Figure 42). 
De plus, le Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse (CRCT) va 
prochainement accueillir un centre de hadronthérapie, permettant l’accès aux patients 
atteints de GBM à la radiothérapie par protons. Des conventions ont déjà été établies 
pour permettre l’accès à des animaux de laboratoire ou des chiens de propriétaires à 
cette technique de radiothérapie novatrice. Ainsi, il sera possible d’obtenir des images 
IRM de haute précision avec l’équipe DEVIN au Pavillon Baudot du CHU de Purpan 
puis de réaliser des irradiations ciblées par protonthérapie au CRCT à des chiens de 
propriétaires, chez qui il n’existe aucun protocole standard de traitement. Ce serait une 
occasion unique de tester de nouvelles séquences IRM ou de nouveaux plans de 
traitement, chez le Chien qui est un modèle d’étude préclinique intéressant pour 
l’Homme du fait de la grande taille de son encéphale, de son système immunitaire 
immunocompétent et d’un développement tumoral identique.  
Figure 42 : Données métaboliques ISRM d’un Beagle de laboratoire sain anesthésié  
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Enfin, les protocoles de caractérisation des gliomes canins étant établis, le 
recrutement de nouveaux chiens atteints de gliomes pour les études nommées ci-
dessus pourrait s’accompagner de la réalisation d’une banque de données. Les 
tumeurs cérébrales des chiens inclus seraient prélevées, aliquotées et caractérisées 
selon le protocole décrit dans la première partie de cette thèse. On pourrait ainsi créer 
une banque de données ouverte, constituée d’un panel de tumeurs cérébrales du 








A travers cette étude, nous avons pu démontrer que le Chien pouvait être un 
modèle d’étude intéressant dans l’étude translationnelle des gliomes chez l’Homme. 
En effet, l’étude bibliographique a permis de montrer que ce modèle semble plus 
pertinent que le modèle d’étude actuel, du fait du développement spontané de 
tumeurs, de la taille du cerveau du Chien qui permet d’utiliser les mêmes outils qu’en 
médecine humaine et de l’immunocompétence du modèle canin. Or, il apparaît de plus 
en plus évident que le système immunitaire tient un rôle essentiel dans le 
microenvironnement tumoral et dans le développement tumoral. Par ailleurs, la 
première partie de cette étude expérimentale a démontré une forte similarité entre les 
caractéristiques de tumeurs gliales humaines et canines. Effectivement, l’ensemble 
des lignées canines étudiées présentent un temps de doublement, un caryotype, un 
test de clonalité équivalent aux éléments observés chez l’Homme. De même pour la 
radiorésistance, les lignées canines et humaines possèdent les mêmes critères de 
radiorésistance. Enfin, l’injection orthotopique de ces différentes lignées de gliomes 
canins a montré un comportement des tumeurs induites similaire à celui des tumeurs 
initiales. L’expression des antigènes de surface est identique entre ces deux espèces. 
Ainsi, sur les plans cellulaires, moléculaires et sur le comportement cellulaire vis-à-vis 
de la thérapie ionisante, une forte similarité entre l’Homme et le Chien est présente et 
ces éléments sont en faveur du choix du Chien comme modèle d’étude des gliomes 
chez l’Homme.  
Ces dernières années, l’utilisation de nanoparticules est apparue comme une 
option pertinente pour le diagnostic et le traitement du cancer. Les nanotubes de 
carbone (NTC) sont des structures tubulaires de taille nanométrique, constituées de 
graphène. Capables de pénétrer dans les cellules, de les bloquer en phase G2/M du 
cycle cellulaire et de produire des radicaux oxygénés, les nanotubes de carbone 
pourraient également être capables de radiosensibiliser les cellules tumorales. 
L’association RT + NTC pourrait donc représenter une stratégie thérapeutique 
prometteuse pour améliorer le mauvais pronostic lié aux gliomes diffus, stratégie dont 
l’efficacité pourrait être évaluée en préclinique chez le Chien spontanément atteint de 
gliomes. La seconde partie expérimentale a montré que ces NTC pénètrent 
efficacement au sein des lignées tumorales sans engendrer d’effets cytotoxiques pour 
des concentrations élevées de nanotubes de carbone. L’étude préliminaire sur une 
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lignée cellulaire de gliome canin montre un blocage des cellules dans la phase G2/M, 
mais aucun effet radiosensibilisant n’a pu être mis en évidence à l’heure actuelle. Des 
études complémentaires sont nécessaires avec un plus grand nombre de lignées 






Communication scientifique à des congrès ou 
colloques 
 
Congrès du Collège Européen de Pathologie Vétérinaire (ECVP) et de la 
Société Européenne de Pathologie Vétérinaire (ESVP), Bologne, Septembre 
2016 (Poster) : prix du meilleur poster 
 
B. Cartiaux, J-B. Tanis, C. Delmas, M. Pumarola, A. Deviers, M. Delverdier, J. Abadie, 
C. Ibisch, P. Dickinson, G. Mogicato, S. Bertagnoli and E. Moyal-Cohen -Evaluation of 
the Sensitivity of Characterized Canine Glioblastoma Cell Lines to Radiation Therapy 
and to the Oncolytic Effect of an Attenuated Myxomavirus Strain 
 
12èmes journées du Cancéropôle Grand Sud-Ouest (CGSO), Novembre 
2016 : 
 
B. Cartiaux, J-B. Tanis, C. Delmas, M. Pumarola, A. Deviers, M. Delverdier, J. Abadie, 
C. Ibisch, P. Dickinson, G. Mogicato, S. Bertagnoli and E. Moyal-Cohen - Évaluation 
de la sensibilité de cinq lignées de glioblastome canin à la radiothérapie et à l’effet 
oncolytique d’une souche sauvage atténuée de myxomavirus 
 
Journées École Doctorale Biologie-Santé-Biotechnologie, Avril 2018 :  
 
Cartiaux, E. Flahaut, E. Bellard, M. Pumarola, P. Dickinson, A. Deviers, G. Mogicato, 
and E. Moyal-Cohen - Preliminary Study of Carbon Nanotubes Radiosensitization 
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Combining oncolytic viruses with radiotherap y is a pr omising ther apeutic approach to improve the poor prognosis associated with
glioblastoma (GBM) in human pati ents . The dog appears as a relevant translational an imal model for the pre-clinical tes ting of this innovative
strategy, as spontaneous canine GBM recapitulates the major pathologic features of their human counterparts (Fernández F. et al., Vet J
2016;209:125-32). In vitro charac terization of canine GBM cell lines and evaluati on of the efficiency of the above mentioned treatment modalities
(i.e. oncolytic virus and radiotherapy) are the necessary prerequisites before any in vivo study in GBM-bearing dogs.
(1) To characterize 5 canine GBM cell lines (J3T, J3TBg, SDT3G, G06A and RAFFRAY)
(2) To assess the sensitivity of these cell lines to radiotherapy and to the SG33 attenuated strain of myxomavirus (patent EP2440218B1)
AIMS OF THE STUDY : 
Figure 1 : Colony formation assay 
Cells from an exponential growing were plated out at T25 flasks, allowed to 
attach for 12 hours and irradiated. After irradiation, cell colonies were
allowed to grow until their size was sufficient enough for accurate counting. 
After fixation with 70% alcohol, cells were stained with 0.025% crystal violet 
and colonies of ≥50 cells were scored as surviving colonies. 
(1) Cell line characterization :
• Phenotypic characterization : cultured cell lines were embedded in HistoGelT M and routi nely processed. Immunohistochemical (IHC)
characteristics were evaluated usi ng dif ferent markers of lineage differentiation : CD133 for neural stem cells, doubl ecortin (Dcx) for neural
progenitor cells, Olig2 for glial progenitor cells, Glial Fibrillary Acidic Pr otein (GFAP) and Vimentin (Vim) for glial cells, NeuN and βII I tubulin
for neurons.
• Cytogenetic characterization consisted in achieving a karyotype.
(2) Assessment of cell sensitivity to radiation and SG33 :
• Intrinsic cellular radiosensitivity was eval uated by a colony formation
assay with single fr actions of 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14 Gy delivered by a
cobalt-60 clinical machine, as indicated in F igure 1. It resulted in a dose
survival curve for each cell line, from w hich the MID (Mean Inactivation
Dose), a biological index of radiosensitivity, was extracted (Table 1).
• The oncolytic effect of SG33 was assessed with a MTS assay, performed
48 hours after viral infection of cell lines, at a MOI (Multiplicity Of
Infec tion) of 4. The percentage of viable cells was defined as the ratio
between absorbance of infected cells and absor bance of uninfected cells
(Figure 4).
MATERIAL AND METHODS : 
0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 12 Gy 14 Gy
RESULTS: 
(1) Cell line characterization : (2) Assessment of cell sensitivity to radiation and SG33 : 
Figure 3 : Karyotype of RAFFRAY cells.
Pink arrows indicate chromosome 
rearrangements.
Table 1 : Mean Inactivation Dose (MID) of the different canine GBM cell lines. 
(* SD : Standard Deviation, calculation of Mean and SD was performed on 3 independent experiments)
Figure 2 : Examples of immunohistochemical results 
for 4 markers of differentiation, obtained with 
HistoGel-embedded J3T-Bg cell line.
Scale bar = 50 µm
CD133 GFAP
Vim NeuN

















Figure 4 : Sensitivity of the different canine GBM cell lines
and RK13 (a renal cell line from rabbit used as positive 
control) to the SG33 attenuated strain of myxomavirus.
The mean inactivation dose indicates radioresistant cells.
The MTS assay reveals
a differential
sensitivity to SG33, 
with G06A and 
RAFFRAY being more 
resistant to the viral 
oncolytic effect. 
CONCLUSION: As their human counterparts, canine GBM cell lines exhibit radioresistance. Their sensitivity to SG33 make them relevant 
models for future translational in vitro studies aiming at evaluating the synergystic cytotoxic effect of this virus combined with radiotherapy.
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(1) Canine GBM cell lines are relevant models in comparative radio-oncology
(2) Evaluation of CNT penetration into tumor cell lines without inducing significant cytotoxicity
AIMS OF THE STUDY
Figure 1: Colony formation assay
Cells from an exponential growing were plated out at T25 flasks, allowed to 
attach for 12 hours and irradiated. After irradiation, cell colonies were allowed 
to grow until their size was sufficient enough for accurate counting. After 
fixation with 70% alcohol, cells were stained with 0.025% crystal violet and 
colonies of ≥50 cells were scored as surviving colonies. 
(1a) Cell line characterization
• Phenotypic characterization: cultured cell lines were embedded in HistoGelTM and routinely processed. Immunohistochemical (IHC)
characteristics were evaluated using different markers of lineage differentiation : CD133 for neural stem cells, doublecortin (Dcx) for neural
progenitor cells, Olig2 for glial progenitor cells, Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) and Vimentin (Vim) for glial cells, NeuN and βIII tubulin
for neurons.
• Cytogenetic characterization consisted in achieving a karyotype.
(1b) Assessment of cell sensitivity to radiation
• Intrinsic cellular radiosensitivity was evaluated by a colony formation assay
with single fractions of 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14 Gy delivered by a cobalt-60
clinical machine, as indicated in Figure 1. It resulted in a dose survival curve for
each cell line, from which the MID (Mean Inactivation Dose), a biological index of
radiosensitivity, was extracted (Table 1).
MATERIAL AND METHODS
0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 12 Gy
14 Gy
RESULTS (1a) Canine cell line characterization (1b) Assessment of canine cell sensitivity to radiation 
Table 1: Mean Inactivation Dose (MID) of the different canine GBM cell lines. 
(* SD : Standard Deviation, calculation of Mean and SD was performed on 3 independent 
experiments).
Figure 2: Examples of immunohistochemical results for 4 markers of differentiation,
obtained with HistoGel-embedded J3T-Bg cell line.
Scale bar = 50 μm
The mean inactivation dose indicates radioresistant cells. 
CONCLUSION: As their human counterparts, canine GBM cell lines exhibit similar specifications and radioresistance. Multiphoton microscopy 
shows CNT penetration into cell lines and WST-1 assays prove no cytotoxic effects of CNT up to 100!g/ml 48h after exposure. 
Glioblastoma (GBM), the most frequent primary brain tumor in adults, is associated with a poor prognosis despite a multimodal treatment relying on
radiation therapy. Main failures are related to cell radioresistance. As carbon nanotubes (CNT) are able to block tumor cells into the most
radiosensitive cell cycle phase (Mirjolet C, et al. 2013), they are supposed to improve the current treatment. The evaluation of GBM radiosensitization
by CNT requires relevant animal models and dogs, that spontaneously develop GBM microscopically similar to their human counterpart, are an
attractive model.
14 Gy
(2a) Evaluation of CNT penetration into tumor cell lines
• Penetration of CNT into tumor cell lines was performed using multiphoton
microscopy and propidium iodide, on both living and fixed cell lines, in
collaboration with IPBS.
(2b) WST-1 cytotoxic assay of CNT with different GBM cell lines
• CNT cytotoxicity was evaluated with WST-1 assay upon canine and human GBM
cell lines using CNT concentration of 0 / 0,1 / 1 / 10 / 20 / 50 / 100 !g/ml.
CD133 GFAP Vim NeuN
(2a) CNT penetration in different GBM cell lines
Figure 3: Example of multiphoton view of canine fixed
cell lines with 100 !g/ml of CNT. Cell lines with Propidium
Iodide are red with nucleus highlighted. CNT emission is
green.
Multiphoton microscopy
confirms CNT penetration into
different GBM cell lines






















Figure 4: Example of WST1 assay with J3T after 24h, 48h
and 72h initial 24h CNT exposure. SD was performed on 2
independent experiments.
WST1 assay shows no
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Étude de l'effet radiosensibilisant de nanotubes de carbone dans le modèle de 
glioblastome canin spontané, en vue d'un développement chez l'Homme. 
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Les gliomes représentent les tumeurs primaires les plus fréquentes du système nerveux central avec 
le pronostic le plus mauvais, malgré une prise en charge précoce associée à un traitement agressif et 
multimodal. De nouvelles thérapies sont donc à l’étude afin d’améliorer la médiane de survie des patients. 
Parmi ces pistes de recherche, l’optimisation de la radiothérapie (RT) du glioblastome (GBM) est un enjeu 
majeur. Dans ce contexte, l’utilisation de nanotubes de carbone (NTC) est prometteuse : en plus d’être 
potentiellement radio-sensibilisants, les NTC contenant du gadolinium (Gd) peuvent aider à mieux délimiter 
le volume cible tumoral en Imagerie par Résonance Magnétique (IRM). Contrairement au modèle d’étude 
actuel qu’est la souris avec un certain nombre de limites, le chien est un modèle particulièrement adapté car 
il peut spontanément développer un GBM d’une taille suffisante pour utiliser le même matériel de RT et 
d’imagerie qu’en médecine humaine, facilitant ainsi la transposition directe des méthodes. 
Cette étude vise donc à valider la pertinence de modèles cellulaires de GBM canins en radio-
oncologie comparée en caractérisant 5 lignées cellulaires de gliome canin et à évaluer la capacité des NTC 
à radio-sensibiliser des lignées de GBM canins.  
L’étude de ces 5 lignées cellulaires canines a montré de nombreuses analogies entre le chien et 
l’homme. La morphologie des cellules est identique, de même que le temps de doublement, le test de 
clonalité et le caryotype. L’étude immunohistochimique des protéines de surface, sur les lignées cellulaires 
et après injection stéréotaxique sur des souris révèle aussi une similarité étroite. Les cellules gliales canines 
et humaines ont un profil de radiosensibilité similaire. La pénétration des NTC au sein des cellules tumorales 
a pu être mis en évidence à l’aide de la microscopie bi-photonique. Des études complémentaires sont 
nécessaires pour démontrer un effet radiosensibilisant des NTC. L’excitation laser des NTC lors de 
l’observation au microscope bi-photonique a montré un effet photothermique intéressant qui pourrait être 
approfondi au cours d’études ultérieures. 
Le modèle canin et les nanotubes de carbone ont fourni des résultats intéressants, qui en font des 
éléments d’intérêt dans l’étude des gliomes. 
 
 
Study of the radiosensitizing effect of carbon nanotubes in spontaneous 
canine glioblastoma model, with a view to development in humans. 
 
Key words: nanotube, glioblastoma, canine model, radiation therapy 
 
Despite several aggressive and multimodal treatments, gliomas represent the most frequent brain 
tumor with the worst prognostic associated. In order to enhance median survival, researchers are looking for 
optimization of radiotherapy (RT) for glioblastoma (GBM). In this context, the use of carbon nanotubes (CNTs) 
is promising: in addition to being potentially radio-sensitizing, CNTs containing gadolinium (Gd) can help to 
better define the tumor target volume in Magnetic Resonance Imaging (MRI). Unlike the current study model 
of the mouse with its number of limitations, dog is a particularly suitable model because it can spontaneously 
develop a GBM of sufficient size to use the same RT and imaging equipment as in human medicine, 
facilitating thus the direct transposition of methods.  
This study therefore aims to validate the relevance of cell models of canine GBM in comparative 
radiation oncology by characterizing 5 cell lines of canine glioma and to assess the capacity of CNTs to radio-
sensitize canine GBM lines. 
Study of these 5 canine cell lines shows numerous analogies between dogs and humans. Cell 
morphology is identical, such as doubling time, clonality test and karyotype. Immunohistochemical study of 
surface proteins, directly on cell lines and after stereotaxic injection in mice also reveals close similarity. 
Radiosensitivity profile of glial cells between human and dog is alike. CNT penetration into tumor cells is 
demonstrated using two-photon microscopy. Therefore, further studies are needed to demonstrate a 
radiosensitizing effect of CNTs. Laser excitation of CNTs with bi-photon microscope showed an interesting 
photothermal effect which could be further explored in further studies. 
The canine model and carbon nanotubes have provided interesting results which are elements of 
interest in the study of gliomas. 
 
